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16S rRNA Ribonukleinska kislina male podenote prokariontskega ribosoma (ang. 
16S ribosomal ribonucleic acid) 
CaCO3 Kalcijev karbonat 
CČNDK Centralna čistilna naprava Domžale-Kamnik 
CH4 Metan 
CO2 Ogljikov dioksid 
DNA Deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
dNTP Nukleozid trifosfat (ang. nucleosid triphosphate) 
H2 Vodik 
H2S Vodikov sulfid 
HRT Zadrževalni čas (ang. hydraulic retention time) 
KMK Kratkoverižne maščobne kisline 
KPK Kemijska potreba po kisiku 
NH3 Amonijak 
OLR Stopnja organske obremenitve (ang. organic loading rate) 
PAC Polihidroksi aluminijev klorid 
PCR Verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
SAOB Sintrofne acetat oksidirajoče bakterije  
SBR Šaržni biološki reaktor (ang. sequencing batch reactor) 
TRFLP Polimorfizem dolžin terminalnih restrikcijskih fragmentov (ang. terminal 
restriction fragment length polymorphism) 
TS Suha snov, sušina (ang. total solids) 
VS Organska snov (ang. volatile solids) 
VSS Suspendirana organska snov (ang. volatile suspended solids) 
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SLOVARČEK 
 
PRIMARNO BLATO Sedimentirana organska snov iz odpadne vode pred 
biološkim čiščenjem, ki vsebuje veliko težje razgradljivih 
delcev, mikroorganizmov in vode. 
SEKUNDARNO BLATO Sedimentirana organska snov iz odpadne vode po biološkem 
čiščenju. Vsebuje predvsem odpadno mikrobno biomaso, ki 
nastaja med biološkim čiščenjem odpadne vode. 
KSENOBIOTIK Kemična snov v okolju, ki je ne proizvajajo živi organizmi. 
Primeri ksenobiotikov so različna zdravila, pesticidi, 
poliklorirani bifenili, barve, klorirana topila, itd. 
AVTOTROFI Organizmi, ki sami proizvajajo kompleksne organske 
molekule, potrebne za rast. Pri tem koristijo svetlobno 
energijo (fotoavtotrofi) ali energijo kemijskih reakcij 
(kemoavtotrofi). 
HETEROTROFI Organizmi, ki uporabljajo organske molekule kot vir 
ogljika.  
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1 UVOD  
Centralna čistilna naprava Domžale-Kamnik (CČNDK) sprejema komunalno, industrijsko 
in padavinsko odpadno vodo, ki priteče po kanalizacijskem sistemu iz občin Domžale, 
Kamnik, Mengeš, Trzin, Komenda in Cerklje na Gorenjskem. Poleg tega, skladno z 
veljavnim okoljevarstvenim dovoljenjem, sprejema tudi greznične gošče, mulje malih 
komunalnih čistilnih naprav in druge tekoče odpadke. Njena zmogljivost je 149.000 
populacijskih ekvivalentov, letno lahko sprejme do 9 milijonov m3 odpadne vode. Odpadna 
voda se na CČNDK čisti v treh stopnjah. Prva je mehanska stopnja, kjer se iz odpadne vode 
izločijo vsi manjši in večji delci. Druga stopnja je aerobna biološka stopnja, kjer se voda 
očisti ogljikovih, dušikovih in fosforjevih snovi. Tretja stopnja je anaerobna biološka 
stopnja, kjer se odpadno biološko blato pretvori v bioplin in tekoči ter trdni ostanek. CČNDK 
ima štiri anaerobne bioplinske digestorje s skupnim volumnom 7200 m3. Trije so namenjeni 
anaerobni razgradnji primarnega in sekundarnega odpadnega biološkega blata iz mehanske 
in aerobne stopnje čiščenja odpadne vode ter muljem iz manjših čistilnih naprav, v četrtem 
poteka anaerobna razgradnja higieniziranih biološko razgradljivih tekočih odpadkov. 
Digestorji delujejo pri temperaturi 39 °C, z zadrževalnim časom 30 dni. Nastali bioplin se 
skladišči v plinohramu, od koder se preko plinovoda vodi v kolono z aktivnim ogljem, za 
odstranjevanje nezaželenih snovi (silicijeve spojine, topila, sulfid), nato se porabi v motorjih 
z notranjim izgorevanjem za proizvodnjo električne energije. CČNDK na tak način pokrije 
do 90 % lastnih potreb po električni energiji (letno proizvedejo približno 3 milijone 
kilovatnih ur električne energije) in vse potrebe po toplotni energiji za procese (JP CČNDK, 
2018). 
 
Večina modernih in velikih čistilnih naprav uporablja anaerobno razgradnjo za  zmanjšanje 
stroškov z odstranjevanjem odpadnega biološkega blata in pridobivanje energije s pomočjo 
metana. Takšni digestorji so večinoma podhranjeni in obratujejo pri stopnji organske 
obremenitve (OLR) 1,0-1,5 kg VS/m3·dan. Nizke organske obremenitve digestorjev 
ponavadi vodijo v zmanjšanje učinkovitosti, ki se največkrat kaže v zmanjšanem donosu 
bioplina (Aichinger in sod., 2015). Tako primarno kot sekundarno biološko blato sta poznana 
kot primerna substrata za proizvodnjo bioplina (Powell in sod., 2013). Različne študije so 
pokazale, da hkratna uporaba dveh ali več organskih substratov izboljša anaerobno 
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razgradnjo organskih snovi in posledično poveča proizvodnjo bioplina. Na ta način lahko 
ustrezno rešimo problem ravnanja z velikimi količinami številnih odpadnih organskih snovi 
in hkrati povečamo pridobivanje energije iz obnovljivih virov (Güttler, 2012). Z namenom 
izboljšanja proizvodnje bioplina se zato čistilne naprave odločajo za hkratno razgradnjo 
odpadnega biološkega blata z organskimi komunalnimi odpadki kot so ostanki hrane, olja, 
maščobe, itd. Zraven višje energijske vrednosti je prednost takšne razgradnje tudi v 
zapolnjevanju neizkoriščenih kapacitet anaerobnih digestorjev (Aichinger in sod., 2015). 
Sirotka, ki je zelo bogat (do 70 g KPK/L) odpadni produkt mlečne industrije, vsebuje veliko 
ogljikovih hidratov (predvsem laktoze), proteinov, lipidov in mineralnih soli ter nastaja v 
velikih količinah. Prav tako je problematična kot substrat za proizvodnjo bioplina zaradi 
nizke alkalinitete in nizke vrednosti pH (Maragkaki in sod., 2016). Ravno zaradi velikih 
razlik v substratih se le redke čistilne naprave odločajo za hkratno uporabo različnih 
substratov. Ker je anaerobna razgradnja zelo kompleksen proces, ki temelji na tesnem 
sodelovanju med bakterijami in metanogenimi arhejami, lahko že manjša sprememba v 
digestorju poruši ravnovesje. Dodatni substrati lahko negativno vplivajo tudi na količino 
odpadnega blata in vsebnost organske snovi v digestorju (Aichinger in sod., 2015). Zaradi 
zapletenosti procesa proizvodnje bioplina je priporočljivo pred uvedbo na industrijsko raven 
preizkusiti potencialne nove substrate na laboratorijski in pilotni ravni. 
 
1.1 NAMEN NALOGE 
Namen naloge je bil ugotoviti maksimalno količino sirotke, ki jo lahko dodamo k mešanici 
primarnega in sekundarnega biološkega blata v anaerobni digestor, da še omogoča nemoteno 
delovanje procesa anaerobne razgradnje in zagotavlja optimalno proizvodnjo bioplina. 
Ugotoviti smo želeli tudi, kako povečevanje deleža sirotke v mešanici s primarnim in 
sekundarnim blatom vpliva na prilagajanje bakterijske in arhejske mikrobne združbe v 
digestorju. 
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1.2 HIPOTEZE 
 Pričakujemo, da bo povečevanje volumna dodane sirotke k primarnemu in 
sekundarnemu blatu iz CČNDK v bioplinski digestor povečalo proizvodnjo bioplina 
v primerjavi s kontrolnim digestorjem (zgolj primarno in sekundarno blato), vendar 
le do določene maksimalne količine. Pri določeni maksimalni količini dodane sirotke 
bo proces inhibiran. 
 
 Pričakujemo, da bo povečevanje deleža sirotke v substratni mešanici povzročilo 
večje spremembe v bakterijski mikrobni združbi, med tem ko bo arhejska združba 
ostala relativno konstantna.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SUBSTRATI ZA PROIZVODNJO BIOPLINA 
V raziskavi smo uporabili tri osnovne substrate za proizvodnjo bioplina. To so bili primarno 
in sekundarno odpadno biološko blato iz CČNDK in kisla sirotka z laktozo iz Ljubljanskih 
Mlekarn. Kisla sirotka je potencialni novi substrat, ki ga želi CČNDK želi mešati s 
primarnim in sekundarnim blatom. 
 
2.1.1 Odpadno biološko blato 
Odpadna voda, ki priteče po glavnem komunalnem kanalu na vtok čistilne naprave, se 
najprej mehansko očisti. Grobe in fine grablje na vtoku odstranijo delce večje od 3 mm, ki 
se zbirajo v ločenem zabojniku. Voda nato potuje v maščobnik in peskolov. Pesek se posede 
na dno in maščobe izplavajo na površje. Oboje se s črpalkami in površinskimi posnemali 
odstrani, voda nadaljuje pot v primarni usedalnik. Tam se na dno posedejo delci, večji od 
100 µm. Ta sediment imenujemo primarno blato, ki ga mostna strgala postrgajo v 
zgoščevalec, nato v zalogovnik blata, od koder se prečrpa v anaerobne digestorje. Odpadna 
voda iz primarnega usedalnika odteka v štiri šaržne biološke reaktorje (bazene SBR, ang. 
sequencing batch reactor), kjer poteka aerobno biološko čiščenje (JP CČNDK, 2018). Bazeni 
SBR delujejo v treh fazah. Prva je polnjenje bazena in prezračevanje odpadne vode s talnimi 
prezračevali. Tako se zagotavlja zadostno koncentracijo kisika za aktivno rast 
mikroorganizmov, ki očistijo vodo do zahtevane čistosti. Mikroorganizmi v tej fazi iz 
odpadne vode odstranijo organske snovi, izražene kot KPK, sočasno se odstrani tudi del 
anorganskih snovi kot sta fosfor in različne dušikove spojine. Pri aerobnih pogojih poteka 
proces nitrifikacije (oksidacija amonijevega dušika do nitrata). Sledi mu proces 
denitrifikacije, kjer se nitratni dušik znotraj kosmov aktivnega blata, v odsotnosti kisika 
reducira do elementarnega dušika. Stranski produkti v tej fazi so ogljikov dioksid, 
elementarni dušik in voda. Druga faza je ločevanje aktivnega blata od očiščene vode. Po 
izklopu prezračevanja se aktivno blato posede na dno. Tako dobimo sekundarno blato, 
katerega presežek se izčrpa iz bazenov. Tretja faza je dekantiranje očiščene vode ter 
odvajanje v iztok (Kurniawan in sod., 2010; Gerardi, 2010). Sekundarno blato se najprej 
precedi skozi sita, nato sledi strojno zgoščanje z dodatkom polielektrolita. Zgoščeno blato 
se preko ultrazvočnih dezintegratorjev črpa v digestorje. Ultrazvočna obdelava omogoča 
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razpad celic, kar povzroči boljšo razgradnjo blata, nižjo vsebnost organske snovi v 
digestorjih in večjo proizvodnjo bioplina. Bazeni se polnijo zaporedno s časovnim zamikom, 
vendar le en naenkrat in delujejo v 3-4 urnih ciklih, odvisno od vremena (JP CČNDK, 2018). 
 
2.1.2 Sirotka 
Sirotka je glavni odpadek mlekarske industrije, če jo ne uporabijo za proizvodnjo drugih 
izdelkov. Je del mleka, ki ostane, ko se kazein in maščobe pretvorijo v skuto. Nekoč so 
sirotko uporabljali zgolj kot krmo za živali, danes se je uporaba sirotke in izdelkov iz sirotke, 
zaradi hranilnih in funkcionalnih lastnosti, pri ljudeh zelo povečala. V prehrani ljudi se 
uporablja večinoma z evaporacijo kondenzirana sirotka ali sirotka v prahu. Prehrambna 
industrija jo uporablja pri pekovskih izdelkih, pijačah, aromah (omake in solatni prelivi), pri 
konzervirani hrani (sadje in zelenjava), mlečnih izdelkih (sirni namazi), začimbnih 
mešanicah, zamrznjeni hrani, slaščicah, mesnih izdelkih, testeninah, itd. V nekaterih izdelkih 
jo uporabljajo tudi kot nadomestek za nemastno mleko (zamrznjeni deserti). Poznani so tudi 
siri, ki se pridobivajo s toplotno in kislinsko koagulacijo proteinov v sirotki z ali brez 
dodanega mleka (albuminska skuta ali rikota) (Miller in sod., 2007).   
 
V osnovi poznamo dva tipa sirotke, kislo in sladko. Sladka sirotka (vrednost pH 5,6 ali višja) 
nastaja večinoma pri naravno encimsko pridelanih sirih, kot so Čedar, Mocarela in 
Ementalec. Kisla sirotka (vrednost pH 5,1 ali nižja) nastaja predvsem pri proizvodnji skute, 
rikote in podobnih sirov iz nemastnega mleka. V preglednici 1 sta prikazani povprečni 
sestavi sladke in kisle sirotke (Miller in sod., 2007). Če se sladko sirotko večinoma predeluje 
in uporablja, je uporaba kisle sirotke pravi izziv. Njeno sušenje je onemogočeno zaradi 
visokih koncentracij mineralov in organskih kislin. Na industrijski ravni se težave odpravlja 
večinoma s kombinacijo izmenjevalnih smol in elektrodialize. Zato se porabi  veliko 
energije, hkrati ob tem nastaja veliko odplak (Dufton in sod., 2018). Zaradi visoke vsebnosti 
organske snovi in nizke vrednosti pH, predstavlja veliko težavo predvsem za manjše in 
srednje velike mlekarne, ki nimajo svoje čistilne naprave. Anaerobna razgradnja je v tem 
primeru zelo učinkovita rešitev (Escalante in sod., 2018).   
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Preglednica 1: Povprečna sestava sladke in kisle sirotke (vrednosti za 100 g suhe sirotke) (Miller in sod., 2007). 
Sestavina Sladka sirotka Kisla sirotka 
Protein, Nx6.38 (%) 12,9 11,7 
Maščobe (%) 1,1 0,5 
Laktoza (%) 74,5 73,4 
Anorganski del (%) 8,3 10,8 
Vitamini   
Vitamin A (IU) 30 59 
Vitamin C (mg) 1,5 0,9 
Vitamin E (mg) 0,03 0,00 
Tiamin (B1) (mg) 0,5 0,62 
Riboflavin (B2) (mg) 2,2 2,06 
Pirodoksin (B6) (mg) 0,6 0,62 
Vitamin B12 (mg) 2,4 2,5 
Pantotenska kislina (mg) 5,6 5,6 
Niacin (mg) 1,3 1,2 
Folat (mg) 12,0 0,33 
Minerali    
Kalcij (mg) 796 2050 
Fosfor (mg) 932 1349 
Natrij (mg) 1079 968 
Kalij (mg) 2080 2289 
Magnezij (mg) 176 199 
Cink (mg) 1,97 6,3 
Železo (mg) 0,9 1,2 
Baker (mg) 0,07 0,05 
Selen (mg) 27,2 27,3 
 
2.2 ANAEROBNA RAZGRADNJA ORGANSKIH SNOVI 
Anaerobna razgradnja organskih snovi je mikrobni proces, ki poteka v anaerobnem okolju, 
pri tem kot produkt nastaja bioplin (Venkiteshwaran in sod., 2015), energijsko bogata 
mešanica plinov, v kateri prevladujeta CH4 in CO2 (Li in Khanal, 2017). Z nekontrolirano 
spontano anaerobno razgradnjo organskega materiala se letno v atmosfero sprosti okrog 500 
milijonov ton metana (Venkiteshwaran in sod., 2015). V naravi poznamo številna anaerobna 
okolja, kjer nastaja bioplin, bogat s CH4, kot so arktični permafrost, sedimenti celinskih vod 
in morja, močvirja, barja, prebavila termitov, gastrointestinalni trakt prežvekovalcev, 
hidrotermalni vrelci, itd. (Bitton, 2005; Shakhova in Semiletov, 2007). Bioplin lahko nastaja 
tudi v umetnem okolju, v pokritih bazenih ali posodah poznanih kot digestorji. Pogoji v tem 
primeru so zelo natančno kontrolirani, da omogočajo maksimalno stabilnost in donos 
bioplina, ki se uporablja kot obnovljivi vir energije v gospodinjstvih, za ogrevanje in 
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pridobivanje električne energije. Očiščen in predelan v biometan se lahko uporablja tudi kot 
vrsta pogonskega goriva ali se ga oddaja v plinovodno omrežje (Li in Khanal, 2017).  
 
2.2.1 Sestava bioplina 
Sestava bioplina je zelo odvisna od substrata in mikrobne združbe. Bioplin je v glavnem 
sestavljen iz CH4, katerega vsebnost se giblje med 50 in 75 % ter CO2, katerega vsebnost se 
giblje med 25 in 50 % (Goswami in sod., 2016). V sledeh so prisotni še N2, H2, H2S, NH3 in 
O2, kot je prikazano v preglednici 2 (Li in Khanal, 2017). 
 
Preglednica 2: Povprečna sestava bioplina (Li in Khanal, 2017). 
Komponenta Vsebnost (% vol) 
Metan (CH4) 50-75 % 
Ogljikov dioksid (CO2) 25-40 % 
Dušik (N2) < 5 % 
Vodik (H2) < 1 % 
Kisik (O2) < 1 % 
Vodikov sulfid (H2S) 50-5000 ppm 
 
2.2.2 Potek anaerobne razgradnje 
Celoten proces anaerobne razgradnje je razdeljen na štiri pomembnejše stopnje (Slika 1), 
hidrolizo, acidogenezo, acetogenezo in metanogenezo. Za učinkovito delovanje vsake od 
osnovnih stopenj je pomembna usklajenost velikega števila mikroorganizmov 
(Venkiteshwaran in sod., 2015). Pampillon in sodelavci (2017) so pri analizi strukture 
bakterijske in arhejske mikrobne združbe v anaerobnem digestorju za pridobivanje bioplina 
na prašičji farmi odkrili 896 različnih bakterijskih in 148 arhejskih operativnih taksonomskih 
enot.  
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Slika 1: Potek anaerobne razgradnje po stopnjah (Li in Khanal, 2017). 
 
2.2.2.1 Hidroliza 
V procesu hidrolize sodelujejo hidrolitične bakterije, ki so lahko fakultativni anaerobi 
(preživijo tako v aerobnem kot anaerobnem okolju) ali striktni anaerobi (preživijo samo v 
odsotnosti kisika) (Goswami in sod., 2016) in razgrajujejo kompleksne organske molekule 
(npr. proteini, ogljikovi hidrati (polisaharidi) in lipidi) v topne monomerne in oligomerne 
molekule kot so aminokisline, peptidi, sladkorji, maščobne kisline in glicerol. Enostavnejše 
molekule so nato direktno dostopne mikroorganizmom iz naslednje stopnje anaerobne 
razgradnje. Hidroliza kompleksnih molekul je katalizirana z ekstracelularnimi encimi kot so 
celulaze, proteaze in lipaze. Stopnja hidrolize je relativno počasna, zato je pogosto tudi 
limitna stopnja anaerobne razgradnje (Bitton, 2005), traja lahko od nekaj ur do več dni. To 
je še posebej izrazito pri razgradnji odpadkov, bogatih z rastlinskim materialom (živalski 
gnoj, ostanki hrane in lignocelulozna biomasa) in odpadkih bogatih s težko razgradljivo 
mikrobno biomaso (aktivno blato iz čistilnih naprav). Pri takšnih procesih je proizvodnja 
CH4 sorazmerna s količino raztopljenih snovi (Meegoda in sod., 2018). 
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2.2.2.2 Acidogeneza 
Pri acidogenezi sodelujejo acidogene bakterije, ki pretvarjajo sladkorje, aminokisline in 
maščobne kisline v kratkoverižne maščobne kisline (KMK - npr. ocetna, propionska, 
maslena, mravljinčna, mlečna, jantarna kislina), alkohole in ketone (npr. etanol, metanol, 
glicerol, aceton), CO2 in H2 (Meegoda in sod., 2018). Sestava produktov acidogeneze je zelo 
odvisna od mikrobne združbe, izvornega organskega materiala in od rastnih pogojev 
mikrobne združbe (temperatura, pH, redoks potencial) (Bitton, 2005). Acidogeneza poteka 
zelo hitro, zato lahko prihaja do kopičenja KMK, kar pogosto zavira proces anaerobne 
razgradnje, predvsem ko so uporabljeni lahko razgradljivi substrati (Li in Khanal, 2017). 
 
2.2.2.3 Acetogeneza 
Acetogene bakterije (vodik producirajoče bakterije) med acetogenezo pretvarjajo KMK in 
alkohole, ki izvirajo iz acidogeneze, v acetat, H2 in CO2 (Bitton, 2005), kot je prikazano v 
enačbah 1, 2 in 3. Termodinamsko so za pretvorbo KMK v acetat potrebne nizke 
koncentracije H2, kar je razvidno iz pozitivnih Gibbsovih prostih energij v enačbah 1, 2 in 
3. Pri višjih parcialnih tlakih H2 je tvorba acetata reducirana, substrat se tako v večji meri 
pretvarja v propionat, butirat in etanol kot v CH4. V anaerobnem okolju je možno doseči 
nizke parcialne tlake H2 (<10
-4 atm) samo z odstranjevanjem H2. Zato je v tej stopnji zelo 
pomembno sintrofno sodelovanje s hidrogenotrofnimi metanogenimi arhejami ali 
homoacetogenimi bakterijami, ki porabljajo H2 in tako znižujejo njegov parcialni tlak.  
 
    CH3CH2OH + H2O → CH3COO- + H+ + 2H2                     ΔG0' = + 76,1 kJ/mol       …(1) 
      Etanol                                                                                                                                       
 
    CH3CH2COO
- + 3H2O → CH3COO- + HCO3- + H+ + 3H2   ΔG0' = + 48,1 kJ/mol    …(2) 
      Propionat                                                                                                                                                                   
 
    CH3CH2CH2COO
- + 2H2O → 2CH3COO- + H+ + 2H2        ΔG0' = + 9,6 kJ/mol       …(3) 
      Butirat                                                                                                                                          
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Homoacetogeni mikroorganizmi so lahko avtotrofi ali heterotrofi. Avtotrofne 
homoacetogene bakterije uporabljajo CO2 in H2, kjer je CO2 vir ogljika in prejemnik 
elektornov, H2 vir elektronov (Enačba 4). Heterotrofne homoacetogene bakterije uporabljajo 
kot vir ogljika organske substrate (npr. format, metanol). 
 
    4H2 + 2HCO3
- + H+ → CH3COO- + 4H2O                        ΔG0' = -104,6 kJ/mol       …(4) 
 
Energijski donos med porabljanjem vodika pri hidrogenotrofnih metanogenih arhejah 
(ΔG0' = -135,6 kJ/mol) je primerljiv z donosom pri homoacetogenih bakterijah (ΔG0' = -
104,6 kJ/mol), zato je med omenjenima skupinama prisotno nenehno tekmovanje. Medtem 
ko pri nizkih parcialnih tlakih H2 (10
-5 – 10-4 atm) dominirajo metanogene arheje, pri nižjih 
temperaturah in nizkih parcialnih tlakih H2 prevladajo psihroaktivne homoacetogene 
bakterije. Prilagodljivost na nizke temperature in širok spekter substratov daje 
homoacetogenim bakterijam veliko prednost pri tekmovanju z metanogenimi arhejami. 
 
    4H2 + HCO3
- + H+ → CH4 + 3H2O                                    ΔG0' = -135,6 kJ/mol       …(5) 
 
    CH3COO
- + 4H2O → 4H2 + 2HCO3- + H+                        ΔG0' = +104,6 kJ/mol       …(6) 
 
V sintrofnih povezavah s hidrogenotrofnimi metanogenimi arhejami sodelujejo tudi acetat 
oksidirajoče bakterije (SAOB). Tako metilna, kot karboksilna skupina acetata sta v tem 
primeru oksidirani do CO2 ob čemer nastaja tudi H2 (Enačba 6). Termodinamsko je, glede 
na negativno Gibbsovo prosto energijo (Enačbi 5 in 6), ugodnejše sintrofno sodelovanje s 
hidrogenotrofnimi metanogenimi arhejami. Pri visokih koncentracijah inhibitornih snovi 
(npr. amonij, KMK), ki inhibirajo rast acetotrofnih metanogenih arhej, je sintrofna oksidacija 
acetata glavna pot za njegovo razgradnjo. Na prevlado SAOB lahko vplivajo tudi 
koncentracija acetata, zadrževalni čas (HRT), temperatura in metanogena populacija (Li in 
Khanal, 2017).  
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2.2.2.4 Metanogeneza 
Metanogeneza je zadnja stopnja procesa anaerobne razgradnje. Vrši jo posebna skupina 
mikroorganizmov iz domene Archaea. Metanogene arheje so striktno anaerobni 
mikroorganizmi, ki so sposobni proizvajati CH4 (Goswami in sod., 2016). Porabljajo 
omejeno število substratov, acetat, H2, CO2, format, metanol in metilamine. Vsi substrati so 
reducirani do metilCoM (CH3–S–CoM), ki ga metilCoM reduktaza pretvori v CH4 (Bitton, 
2005). Metanogene arheje rastejo zelo počasi in so zelo občutljive na spreminjanje pogojev 
v okolju (npr. pH, temperatura, prisotnost inhibitornih snovi). Metanogeneza je zato pogosto 
limitirajoča stopnja v procesu anaereobne razgradnje, še posebej pri lažje razgradljivih 
substratih (Meegoda in sod., 2018).   
 
Metanogeneza lahko poteka po dveh različnih poteh, acetotrofni (acetoklastični) ali 
hidrogenotrofni. Pri acetotrofni poti se acetat razcepi na metilno in karboksilno skupino. 
Metilna skupina se nato preko številnih biokemijskih reakcij reducira do CH4, medtem ko se 
karboksilna skupina oksidira do CO2 (Enačba 7).  
 
    CH3COO
- + H2O → CH4 + HCO3-                                         ΔG0' = -31 kJ/mol       …(7) 
 
Hidrogenotrofne metanogene arheje reducirajo CO2 do CH4 (Enačba 5) in ob tem porabljajo 
H2, ki je produkt vodik producirajočih acidogenih bakterij (Enačbe 1, 2, in 3) ter SAOB 
(Enačba 6). Hidrogenotrofne metanogene arheje so zaradi hitre porabe H2, pomembne za 
stabilno in učinkovito delovanje anaerobnih digestorjev. S tem namreč vzdržujejo parcialni 
tlak H2 na ravni, sprejemljivi za acetogene bakterije in SAOB. Zraven H2 lahko številne 
hidrogenotrofne metanogene arheje kot donor elektronov uporabljajo format (Enačba 8) (Li 
in Khanal, 2017). 
 
    4HCOO- + H2O + H
+ → CH4 + 3HCO3-                            ΔG0' = -130,4 kJ/mol       …(8) 
 
S pretvorbo acetata po acetotrofni poti v procesu anaerobne razgradnje nastaneta približno 
dve tretjini metana in ena tretjina pri redukciji CO2 s H2 po hidrogenotrofni poti (Bitton, 
2005). 
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2.2.3 Pogoji in parametri za optimalno delovanje anaerobne razgradnje 
Ne glede na to, da je anaerobna razgradnja dobro poznan proces, je za njegovo optimalno 
delovanje pomembnih veliko različnih faktorjev. Večina teh faktorjev vpliva predvsem na 
anaerobne mikroorganizme, še posebej metanogene arheje, ki so zelo občutljive na 
spremembe v okolju. Učinkovitost anaerobne razgradnje se večinoma izraža preko donosa 
ali proizvodnje CH4. Ravno zato metanogenezo velikokrat obravnavamo kot limitirajočo 
stopnjo v procesu anaerobne razgradnje. Visoka ranljivost in ekstremno počasna rast 
metanogenih arhej v procesu anaerobne razgradnje zahteva natančno spremljanje in 
vzdrževanje okoljskih in procesnih pogojev, da zagotovimo optimalno proizvodnjo bioplina 
(Li in Khanal, 2017). 
 
2.2.3.1 Temperatura 
Tako kot večina bioloških procesov je tudi anaerobna razgradnja zelo odvisna od 
temperature. Čeprav so anaerobni mikroorganizmi, še posebej metanogene arheje, sposobni 
živeti pri različnih temperaturah, jih glede na optimalno temperaturo delimo v tri večje 
skupine: psihrofili, mezofili in termofili. Učinkovitost anaerobne razgradnje narašča s 
temperaturo do 60 °C. Raziskave so pokazale največjo učinkovitost anaerobne razgradnje 
pri 5-15 °C za psihrofilne, 35-40 °C za mezofilne in približno 55-60 °C za termofilne 
metanogene arheje (Slika 2). Večina anaerobnih procesov obratuje pri mezofilnih pogojih, 
čeprav je lahko donos CH4 pri termofilnem procesu višji za 25-50 % v primerjavi z 
mezofilnim (v odvisnosti od substratov). Termofilni procesi so učinkovitejši tudi pri 
uničevanju patogenih mikroorganizmov. Donos biomase pri termofilnih procesih je lahko 
manjši tudi za 50 % v primerjavi z mezofilnimi, kar se kaže pri počasnejšem zagonu procesa 
in večji občutljivosti na spremembe v okolju in substratih ter toksičnosti. Ker je delež celične 
lize pri termofilnih mikroorganizmih zelo velik, so ves čas v eksponentni fazi rasti.  
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Slika 2: Spreminjanje relativne hitrosti rasti v odvisnosti od temperature pri psihrofilnih, mezofilnih in 
termofilnih metanogenih arhejah (Li in Khanal, 2017). 
 
Za anaerobne procese je priporočeno, da temperaturna nihanja ne presegajo 0,6-1,2 °C na 
dan. Nekateri anaerobni procesi so sposobni preživeti tudi večje temperaturne spremembe. 
Pri znižani temperaturi je metanogena aktivnost zavrta, a se ponovno aktivira takoj po vrnitvi 
v temperaturni optimum. Temperatura ima velik vpliv tako na rastno kinetiko 
mikroorganizmov (npr. mikrobni donos, stopnjo razpadanja, maksimalno specifično rast 
anaerobnih mikroorganizmov, …), kot tudi na fizične pojave v digestorjih (npr. mešanje, 
difuzijo substratov, stratifikacijo v digestorjih, topnost plinov, …) (Li in Khanal, 2017).  
 
2.2.3.2 Vrednost pH 
Vrednost pH ima pomembno vlogo pri učinkovitem delovanju anaerobne razgradnje. Že 
najmanjši premik iz optimalnega območja pH vpliva negativno na proizvodnjo bioplina. 
Metanogene arheje so bolj občutljive na spremembe v pH kot ostali mikroorganizmi v 
procesu anaerobne razgradnje. Mikroorganizme, ki sodelujejo v proizvodnji bioplina, lahko 
razdelimo v dve skupini: acidogene in metanogene. Za acidogene mikroorganizme je 
optimalna vrednost pH med 5,5 in 6,5 in za metanogene med 7,8 in 8,2. Optimalna vrednost 
pH za mešano kulturo obojih je med 6,8 in 7,4. Ker je metanogeneza pogosto limitirajoča 
stopnja v procesu anaerobne razgradnje, je v digestorjih zaželjena vrednost pH v bližini 
nevtralnega. Acidogeni mikroorganizmi so izrazito manj občutljivi na spremembe v pH, zato 
prevladuje fermentacija kislin nad metanogenezo, kar lahko vodi v zakisanje digestorja. 
Zaradi visoke občutljivosti metanogenih mikroorganizmov na spremembe v pH, je za 
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anaerobne digestorje pomembna zadostna pufrska kapaciteta (alkaliniteta) (Meegoda in sod., 
2018). 
 
2.2.3.3 Alkaliniteta 
Alkaliniteta pomaga pri vzdrževanju stabilne vrednosti pH v digestorju. Pri nestabilnih 
pogojih pride do izrazitega zmanjšanja alkalinitete in sproščanja CO2, kot je prikazano v 
enačbi 9. Oboje skupaj (zmanjšanje alkalinitete in nastanek CO2) povzroči znižanje pH v 
digestorju.  
 
    HCO3
-
 + HAc ↔ H2O + CO2 + Ac-                                                                       …(9) 
(Alkaliniteta) (KMK)                                                                                                                                       
 
Povezava med alkaliniteto, pH in plinsko fazo CO2 je prikazana v enačbi 10.  
 
    Alkaliniteta (kot CaCO3) = 6,3 × 10-4 [
𝑝𝐶𝑂2
10−𝑝𝐻
]                                                         …(10) 
 
pCO2 – Parcialni tlak CO2 v plinski fazi digestorja 
 
Dopolnjevanje alkalinitete za vzdrževanje optimalne vrednosti pH se lahko izvaja z 
dodajanjem natrijevega bikarbonata, natrijevega karbonata, amonijevega hidroksida ali 
apna. Najbolj zaželena je uporaba natrijevega bikarbonata, zaradi dobre topnosti, 
dolgotrajnega vpliva in nizke toksičnosti za metanogene mikroorganizme. Direkten vnos 
bikarbonatnih ionov povzroči dvig pH, kar vodi v znižanje vsebnosti CO2 v plinski fazi. 
Slaba stran natrijevega bikarbonata je tudi visoka cena. Najcenejša rešitev je apno, saj ne 
povzroča toksičnosti s Ca2+ ioni zaradi precipitacije Ca2+ v CaCO3, kar lahko povzroča 
težave v digestorjih zaradi nabiranja precipitiranega CaCO3 na dnu digestorjev. Hidroksidni 
ioni iz kalcijevega hidroksida (gašeno apno) reagirajo s CO2 in tako višajo alkaliniteto, kot 
je prikazano v enačbi 11.  
 
    Ca(OH)2 +2CO2 ↔ Ca2+ + 2HCO3-                                                                            …(11) 
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Na alkaliniteto vpliva predvsem sestava substratov, kar posledično vpliva na spremembe pH 
v digestorju. Vrednost pH večinoma pade s proizvodnjo KMK na začetku procesa anaerobne 
razgradnje in se ustali na optimalni vrednosti 6,5-7,8 takoj, ko se KMK porabijo. Alkaliniteta 
in vrednost pH se zato pri razgradnji substratov zelo spreminjata. Med razgradnjo beljakovin 
se sprošča amonijak, kar povzroča dvig pH in alkalinitete. Med razgradnjo ogljikovih 
hidratov in maščob se sproščajo organske kisline, ki porabljajo alkaliniteto in s tem nižajo 
pH. Substrati bogati z ogljikovimi hidrati (npr. lignocelulozna biomasa, pivovarski odpadki, 
melasa, itd.) ne višajo alkalinitete zaradi primanjkljaja organskega dušika. Za učinkovit 
proces anaerobne razgradnje takih substratov je zato potrebna hkratna souporaba substratov 
bogatih z dušikom (npr. živalski gnoj, odpadki iz klavnic, algna biomasa, itd.) (Li in Khanal, 
2017). 
  
2.2.3.4 Makro- in mikrohranila pri anaerobni razgradnji 
Kot vsi biološki procesi tudi proces anaerobne razgradnje potrebuje makrohranila (npr. dušik 
in fosfor) in mikrohranila (elementi v sledeh) za sintezo novih celic. Potrebe po hranilih pri 
anaerobni razgradnji so odvisne od OLR in tipa substrata. Mikrobna biomasa vsebuje 
približno 12 % dušika, kar pomeni da je za proizvodnjo 100 g biomase potrebnih približno 
12 g dušika. Potreba po fosforju predstavlja petino do sedmino potrebe po dušiku. Če 
upoštevamo, da se približno 10 % razgrajenega KPK porabi za sintezo biomase, lahko 
izračunamo potrebo po dušiku in fosforju. Drug način za računanje potrebe po makrohranilih 
temelji na KPK uporabljenih substratov (predvsem za tekoče substrate). Za zelo 
obremenjene sisteme anaerobne razgradnje (0,8-1,2 kg KPK/kg VSS·dan) je minimalno 
priporočeno KPK:N:P razmerje 350:7:1, medtem ko je za rahlo obremenjene sisteme 
minimalno priporočeno KPK:N:P razmerje 1000:7:1 (Li in Khanal, 2017).  
 
Eden od pomembnih parametrov pri anaerobni razgradnji substratov z visoko vsebnostjo 
suhe snovi (npr. lignocelulozna biomasa, živalski gnoj, živilski odpadki, organski komunalni 
odpadki, itd.) je razmerje C/N. Priporočeno razmerje C/N za anaerobno razgradnjo 
substratov z visoko vsebnostjo suhe snovi je 20-30, optimalno 25. Za zagotavljanje potreb 
po hranilih je pri substratih bogatih z ogljikom velikokrat potrebna hkratna souporaba 
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substratov bogatih z dušikom. V preglednici 3 so prikazana razmerja C/N nekaterih tipičnih 
substratov za proces anaerobne razgradnje (Meegoda in sod., 2018). 
 
Preglednica 3: Razmerje C/N za pogoste substrate anaerobne razgradnje (Li in Khanal, 2017). 
Substrat Razmerje C/N 
Kuhinjski odpadki 14-16 
Piščančji gnoj 5-15 
Prašičji gnoj 10-20 
Kravji gnoj 10-15 
Koruzna silaža 30-50 
Odpadki sladkornega trsa        110 
Riževa slama 40-60 
 
Dušik se v digestorje vnaša večinoma kot urea, raztopljen amonijak ali amonijev klorid, 
fosfor kot fosforna kislina ali različne fosfatne soli. Zraven makrohranil so nujno potrebna 
tudi mikrohranila. Predvsem različne kovine, kot so železo, nikelj, kobalt, molibden, selen, 
kalcij, magnezij, cink, baker, mangan, volfram in bor, na ravni mg/L in vitamin B12 na ravni 
nekaj µg/L, ki dokazano izboljšujejo proizvodnjo CH4 (Li in Khanal, 2017). 
 
2.2.3.5 Vsebnost suhe snovi 
Proces anaerobne razgradnje lahko poteka pri zelo nizkih vsebnostih suhe snovi (< 1,0 %). 
Procese, ki vsebujejo substrate z vsebnostjo suhe snovi do 15 %, imenujemo mokra 
razgradnja (npr. živalski gnoj, lignocelulozna biomasa, živilski odpadki, blato iz čistilnih 
naprav, ostanki biogoriv, itd.). Proces, kjer se uporabljajo substrati z vsebnostjo suhe snovi 
nad 15 %, imenujemo suha razgradnja (Meegoda in sod., 2018). Komunalni biološki odpadki 
lahko vsebujejo 20-40 % suhe snovi. Procesi suhe razgradnje so še posebej zanimivi, zaradi 
izrazito manjše količine vode, ki se sprošča iz digestorjev, kar znatno zmanjša velikost 
digestorjev. Z naraščanjem vsebnosti suhe snovi, v procesu anaerobne razgradnje, narašča 
tudi proizvodnja bioplina, dokler ne doseže praga pri 15-20 % suhe snovi (Slika 3). Dvig 
proizvodnje CH4 je najverjetneje povezan s povečano razpoložljivostjo substrata za rast 
mikrorganizmov, medtem ko je padec proizvodnje CH4 povezan z omejevanjem difuzije pri 
visokih vsebnostih suhe snovi (Li in Khanal, 2017).  
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Slika 3: Ocenjena proizvodnja metana v odvisnosti od vsebnosti suhe snovi (Li in Khanal, 2017). 
 
2.2.3.6 Stopnja organske obremenitve 
Stopnja organske obremenitve (OLR, tudi VOLR) se pogosto izraža kot masa organskega 
materiala na volumsko enoto digestorja in enoto časa (Enačba 12). Glede na vsebnost suhe 
snovi substrata jo lahko izrazimo na dva načina. Za zelo razredčene substrate, kot so odpadne 
komunalne in industrijske vode (z vsebnostjo suhe snovi (TS) < 1-2 %) se OLR izraža s KPK 
in se zapiše kot kg KPK/m3·dan. Večina anaerobnih digestorjev s pretokom tekočih 
odpadkov deluje pri OLR 10-40 kg KPK/m3·dan, redki pri OLR več kot 100 kg 
KPK/m3·dan. Za substrate z visoko vsebnostjo suhe snovi, kot so energetske rastline, blato 
iz čistilnih naprav, živilski odpadki, organski komunalni odpadki, itd., se OLR izraža z 
vsebnostjo organske snovi in se zapiše kot kg VS/m3·dan. Pri zelo obremenjenih procesih 
anaerobne razgradnje se OLR giba med 1-5 kg VS/m3·dan, nekateri procesi tečejo tudi pri 
8-9 kg VS/m3·dan. Višji OLR pomeni, da se lahko na enoto volumna digestorja razgradi več 
substrata. OLR je tako eden od najpomembnejših parametrov pri dizajniranju anaerobnih 
procesov in digestorjev (Li in Khanal, 2017). 
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    OLR = 
S×Q
V
                                                                                                                  …(12) 
 
OLR – stopnja organske obremenitve [kg KPK/m3·dan ali kg VS/m3·dan] 
S – vneseni KPK ali VS [kg/m3] 
Q – dnevni vtok substrata [m3/dan] 
V – volumen digestorja [m3] 
 
2.2.3.7 Toksične snovi in inhibicija 
Proces anaerobne razgradnje je zelo občutljiv na različne toksične snovi, ki so lahko prisotne 
tako v substratih (npr. težke kovine, halogenirane spojine, cianid, fenol, itd.) kot tudi med 
stranskimi produkti metabolizma (npr. amonijak, sulfid, KMK, itd.). Neionizirane oblike 
amonijaka, sulfida in KMK so za anaerobne mikroorganizme bolj toksične kot ionizirane. 
Na ioniziranost vpliva predvsem vrednost pH, v alkalnem okolju prevladujejo bolj ionizirane 
oblike omenjenih spojin. Topne težke kovine so za proces anaerobne razgradnje bolj nevarne 
od netopnih. Proizvodnja sulfida pomaga pri zmanjševanju toksičnosti s tvorbo netopnih 
kovinskih sulfidov, z izjemo kroma. Za precipitacijo 1 mg težkih kovin je potrebnega 
približno 0,5 mg sulfida. Toksičnost težkih kovin si sledi v naslednjem vrstnem redu nikelj 
> baker > svinec > krom > cink. Za zmanjšanje inhibitornega vpliva toksičnih snovi na 
anaerobne mikroorganizme je ključna prilagoditev na toksične snovi. Digestorji z daljšim 
HRT, večjim prirastom biomase ali biofilmi so bolj odporni na toksične snovi (Li in Khanal, 
2017). 
 
2.2.4 Uporaba anaerobne razgradnje na čistilnih napravah 
Anaerobna razgradnja ima mnoge prednosti v primerjavi z aerobnimi čistilnimi procesi 
(Bitton, 2005): 
- Anaerobna razgradnja uporablja prosto dostopen CO2, kot končni prejemnik elektronov. 
Zato ne potrebuje kisika, kar izrazito zmanjša stroške čiščenja.  
- Količina končne brozge, ki nastane pri anaerobni razgradnji je izrazito manjša (3-20 krat 
manj), kot pri aerobnih procesih. Večina energije, ki se pri anaerobni razgradnji vnese s 
substrati, se pretvori v CH4. Medtem ko se pri aerobnih procesih približno 50 % 
organskega ogljika pretvori v mikrobno biomaso (400-600 kg biomase/1000 kg KPK), 
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se pri anaerobni razgradnji v mikrobno biomaso pretvori približno 5 % organskega 
ogljika (20-150 kg biomase/1000 kg KPK). Anaerobna razgradnja na ta način zmanjšuje 
vrednost KPK v končnem odpadku. 
- Pri anaerobni razgradnji nastaja uporaben plin metan, s kalorično vrednostjo približno 
9000 kcal/m3. Njegov sežig zagotavlja ogrevanje digestorjev in hkrati pridobivanje 
električne energije, kar še dodatno zmanjša obratovalne stroške čistilne naprave. 
- V anaerobnih digestorjih lahko dosegamo zelo visoke obremenitve, hkrati so sposobni 
ohranjati visoko aktivnost anaerobnih mikroorganizmov tudi v daljšem obdobju brez 
dodajanja substratov. 
- Anaerobni sistemi omogočajo razgradnjo ksenobiotikov (klorirani alifatski 
ogljikovodiki) in težje razgradljivih naravnih snovi (lignin). 
 
Kljub mnogim prednostim ima anaerobna razgradnja tudi nekaj pomanjkljivosti: 
- Proces je počasnejši v primerjavi z aerobnimi procesi. 
- Proces je bolj občutljiv na prisotnost toksinov.  
- Za zagon anaerobnega procesa je potrebnega več časa. Uporaba visokokvalitetnega 
inokuluma lahko proces pospeši. 
- Za razgradnjo ksenobiotikov so pri anaerobni razgradnji potrebne relativno visoke 
koncentracije primarnih substratov. 
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2.3 SPREMINJANJE MIKROBNE ZDRUŽBE 
Pri anaerobni razgradnji substratov v vsaki stopnji sodelujejo različne vrste 
mikroorganizmov. Hidrolizo, acetogenezo in acidogenezo izvajajo različne hidrolitične, 
fermentativne acetogene in acidogene bakterije, medtem ko metanogenezo vršijo le 
metanogene arheje. 
 
2.3.1 Bakterijska mikrobna združba 
V prvi stopnji anaerobne razgradnje sodelujejo hidrolitične bakterije, ki s svojimi 
zunajceličnimi encimi pretvarjajo kompleksne molekule v enostavnejše (Li in Khanal, 
2017). V tej stopnji se pojavljajo predvsem striktno ali fakultativno anaerobne bakterije iz 
rodov Clostridium, Micrococcus, Bacteroides, Butyrivibrio, Fusobacterium, Selenomonas 
in Streptococcus, ki v okolje sproščajo različne hidrolitične encime kot so celulaze, 
celobiaze, ksilanaze, amilaze, proteaze in lipaze (Merlin in sod., 2014). V naslednji stopnji, 
acidogenezi, sodelujejo obligatno ali fakultativno anaerobne bakterije iz rodov Bacteroides, 
Clostridium, Butyribacterium, Propionibacterium, Pseudomonas in Ruminococcus (Li in 
Khanal, 2017), ki pretvarjajo enostavne sladkorje, aminokisline in maščobne kisline iz 
hidrolize v kratkoverižne organske kisline kot so ocetna, propionska, maslena kislina in 
druge (Merlin in sod., 2014). V zadnji stopnji anaerobne razgradnje, ki jo še opravljajo 
bakterije, sodelujejo striktno anaerobne sintrofne acetogene bakterije, ki so zelo občutljive 
na prisotnost kisika. Pretvarjajo KMK v acetat, ogljikov dioksid in vodik. Pojavljata se 
predvsem vrsti Syntrophomonas wolfei in Syntrophobacter wolinii (Li in Khanal, 2017). 
 
2.3.2 Arhejska mikrobna združba 
Pri zadnji stopnji anaerobne razgradnje, metanogenezi, sodelujejo samo metanogene arheje. 
Metanogene arheje v odpadnih vodah rastejo zelo počasi. Njihovi podvojevalni časi se gibajo 
od 3 dni pri temperaturi 35 °C do 50 dni pri temperaturi 10 °C (Bitton, 2005). Metan lahko 
proizvajajo po dveh različnih poteh, po acetotrofni (acetoklastični) ali po hidrogenotrofni 
poti. Najpomembnejša rodova acetotrofnih metanogenih arhej sta Methanosaeta in 
Methanosarcina. Arheje iz rodu Methanosaeta so paličasti, v prerezu okrogli, filamentozni 
organizmi, ki porabljajo samo acetat. Njihov podvojevalni čas se giba med štirimi in 
devetimi dnevi. Sposobne so rasti samo pri nizkih koncentracijah acetata (7-70 µM). 
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Metanogene arheje iz rodu Methanosarcina so organizmi okroglih oblik, ki rastejo v večjih 
agregatih. Ob acetatu lahko porabljajo še različne druge substrate (npr. metanol, metilamine, 
včasih tudi H2/CO2) in vršijo metanogenezo tudi po hidrogenotrofni poti. Ne samo, da lahko 
rastejo tudi pri višjih koncentracijah acetata kot arheje iz rodu Methanosaeta (0,2-1,2 mM), 
imajo tudi boljši donos pri proizvodnji CH4 in hitrejšo rast. Njihov podvojevalni čas se, pri 
rasti na acetatu, giba med enim in dvema dnevoma. Hidrogenotrofne metanogene arheje se 
pojavljajo v vseh šestih redovih Methanobacteriales, Methanococcales, 
Methanomicrobiales, Methanopyrales, Methanosarcinales in Methanocellales (Li in 
Khanal, 2017). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
V raziskavi smo uporabili veliko različne laboratorijske opreme, ki je našteta v Preglednici 
4, skupaj s proizvajalci. 
Preglednica 4: Seznam uporabljene laboratorijske opreme. 
Oprema Model Proizvajalec 
Pilotni digestorji   
Pilotni digestor PN-BIOPLIN-02 Talisman, Slovenija 
Črpalka za sirotko 504 U Watson Marlow, Velika 
Britanija 
Analiza vzorcev   
pH sonda Sentix 940 WTW, ZDA 
Centrifuga Centric 350 Tehtnica, Slovenija 
Vakuumska črpalka MZ 2 NT Vacuubrand, Nemčija 
Termoblok HT 200 S Hach Lange, Velika 
Britanija 
Termoblok LT 100 Hach Lange, Velika 
Britanija 
Sušilnik  Kambič, Slovenija 
Žarilna peč  Nabertherm, Nemčija 
Digestorij  Wesemann, Nemčija 
Analitska tehtnica XPE205 Mettler Toledo, ZDA 
Titrator Titrino plus 877 Metrohm, Švica 
Razklopna enota Digest Automat K-438 Büchi, Švica 
Destilator KjelFlex K-360 Büchi, Švica 
UV spektrometer DR 3900 Hach Lange, Velika 
Britanija 
Analiza bioplina   
Plinski kromatograf GC-14A Shimadzu, Japonska 
Analiza sestave KMK   
Mešalo Vibromix 204 EV Tehtnica, Slovenija 
Centrifuga Avanti J-30I Beckman Coulter, ZDA 
Plinski kromatograf GC 6850 Agilent, ZDA 
Analiza spreminjanja mikrobne združbe   
Centrifuga MiniSpin Plus Eppendorf, Nemčija 
Mešalo Vibromix 204 EV Tehtnica, Slovenija 
Ciklični termostat SC300T Kyratec, Avstralija 
Komora za pripravo mastermix mešanic UVC/T-M-AR Biosan, Latvija 
Vodna kopel Water Bath 6l Tehtnica, Slovenija 
Tehtnica SAC 51 Scaltec, Nemčija 
Elektroforeza Mini-Sub Cell GT Bio-Rad, ZDA 
UV kamera za slikanje gelov Gel Doc 1000 Bio-Rad, ZDA 
Kapilarna elektroforeza ABI PRISM 3130xl Applied Biosystems, ZDA 
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3.1.2 Računalniški programi 
Za obdelavo podatkov pridobljenih med raziskavo smo uporabili program Microsoft Office 
Excel (Microsoft, ZDA). Pri preverjanju uspešnosti izolacije DNA in pomnoževanja 
specifičnih pomnožkov pri reakciji PCR smo gel dokumentirali s programom Molecular 
Analyst 1.5 (BioRad, ZDA). Za analizo elektroferogramov smo uporabili program 
BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Belgija). 
Preglednica 5: Seznam uporabljenih računalniških programov. 
Program Proizvajalec 
Microsoft Office Excel Microsoft, ZDA 
Molecular Analyst BioRad, ZDA 
BioNumerics 5.1 Applied Maths, Belgija 
 
3.1.3 Pufri, raztopine in reagenti 
V Preglednici 6 so našteti vsi pufri, raztopine in reagenti, ki smo jih uporabili v raziskavi, 
skupaj z njihovimi proizvajalci in sestavo, kjer je poznana.  
Preglednica 6: Seznam uporabljenih pufrov, raztopin in reagentov. 
Pufer/raztopina/reagent Sestava Proizvajalec 
Pilotni digestorji   
Protipenilno sredstvo DH 80  Allied solutions, 
Madžarska 
PAC Polihidroksi aluminijev klorid Donau Chemie, 
Avstrija 
Analiza vzorcev   
Reagent za Kjeldahlov dušik  Merck, Nemčija 
Standard za Kjedahlov dušik 0,109 g nikotinamida/L Merck, Nemčija 
Standard za amonijev dušik 3,819 g NH4Cl/L Merck, Nemčija 
Raztopina borovodikove kisline 2 % H3BO3 Merck, Nemčija 
Raztopina natrijevega hidroksida 8 M NaOH Merck, Nemčija 
Žveplova (VI) kislina 0,02 N H2SO4 Merck, Nemčija 
 Koncentrirana H2SO4 Merck, Nemčija 
Analiza bioplina   
Standardna mešanica plinov 15,7 % H2 
18,7 % N2 
20,5 % CH4 
45,1 % CO2 
Messer, Slovenija 
Nosilni plin Vodik Messer, Slovenija 
Analiza sestave KMK   
Dietil eter  Merck, Nemčija 
NaCl  Merck, Nemčija 
  se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 6   
Pufer/raztopina/reagent Sestava Proizvajalec 
Žveplova (VI) kislina 50 % H2SO4 Merck, Nemčija 
CaCl2  Merck, Nemčija 
Interni standard 1 % krotonska kislina Merck, Nemčija 
Kalibracijska raztopina 0,525 g ocetne kisline/L  
0,495 g propionske kisline/L 
0,457 g izo-maslene kisline/L 
0,480 g maslene kisline/L 
0,465 g izo-valerenske kisline/L 
0,470 g valerenske kisline/L 
0,465 g kapronske kisline/L 
Merck, Nemčija 
Sigma Aldrich, ZDA 
Sigma Aldrich, ZDA 
Sigma Aldrich, ZDA 
Sigma Aldrich, ZDA 
Sigma Aldrich, ZDA 
Sigma Aldrich, ZDA 
Nosilni plin Vodik Messer, Slovenija 
Analiza spreminjanja mikrobne združbe   
Agaroza   Lonza, Švica 
Raztopina etidijevega bromida 1 µg/mL etidijevega bromida Sigma Aldrich, ZDA 
5x TBE pufer 54 g Tris/L 
27,5 g H3BO3 
20 mL 0,5 M EDTA (pH 8.0) 
Merck, Nemčija 
Merck, Nemčija 
Merck, Nemčija 
Nanašalni pufer  Thermo Fisher, ZDA 
DNA lestvica 1 kb Gene Ruler  Thermo Fisher, ZDA 
Encimi za restrikcijo BsuRI, MspI  Fermentas, ZDA 
Interni velikostni standard GenScan ROX500  Thermo Fisher, ZDA 
 
3.1.4 Kompleti in hitri testi 
Pri laboratorijskih analizah vzorcev digestorjev smo za določanje KMK in KPK uporabljali 
hitre teste LCK (Hach Lange, Velika Britanija). Pri analizi spreminjanja mikrobne združbe 
smo si pomagali s kompletoma za izolacijo DNA (Mobio, ZDA) in čiščenje DNA (Roche, 
Švica). 
Preglednica 7: Seznam uporabljenih kompletov in hitrih testov. 
Oprema Tip Proizvajalec 
Analiza vzorcev   
Hitri test za določanje KMK LCK365 Hach Lange, Velika 
Britanija 
Hitri test za določanje KPK LCK514 Hach Lange, Velika 
Britanija 
Analiza spreminjanja mikrobne združbe   
Komplet za izolacijo DNA PowerSoil DNA Isolation Kit Mobio, ZDA 
Komplet za čiščenje DNA High Pure PCR Product 
Purification Kit 
Roche, Švica 
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3.2 METODE 
3.2.1 Shema poskusa 
 
Slika 4: Shematski prikaz poskusov v magistrski nalogi. 
 
3.2.2 Pilotni digestorji 
Poskus smo izvajali v dveh 200-litrskih pilotnih digestorjih (Talisman d.o.o.) na CČNDK 
pri mezofilnih pogojih (39 °C). Inokulum za oba digestorja smo odvzeli iz digestorja za 
anaerobno razgradnjo odpadnega biološkega blata iz CČNDK. Digestor R1 je služil kot 
kontrolni in digestor R2 kot eksperimentalni digestor (Slika 5).  
 
Celotno raziskavo smo izvajali 238 dni. Poskusi, ki so zajeti v tej magistrski nalogi, so 
nadaljevanje predhodne stopnje raziskave (Jurjevec, 2018) in zajemajo obdobje od 92. do 
238. dneva. V oba digestorja smo vsak dan dodali enako količino primarnega in 
sekundarnega blata iz CČNDK (2,25 L primarnega blata in 2,25 L sekundarnega blata), ki 
ustreza razmerju in deležu, ki ga vsakodnevno dodajajo v bioplinske digestorje CČNDK. V 
eksperimentalni digestor smo vsakodnevno dodajali tudi sirotko (1 L, 2 L, 3 L, 4 L ali 5,5 
L). Zaradi burne reakcije smo sirotko dodajali postopoma, s črpalko v daljšem časovnem 
intervalu, v digestorja smo preventivno dodajali tudi protipenilno sredstvo DH 80 (Allied 
solutions, Madžarska). Za preprečevanje rasti nitastih gliv, ki so v reaktorje prihajale preko 
sekundarnega blata, smo v reaktorja vsakodnevno dodali še 20 mL raztopine PAC (Donau 
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Chemie, Avstrija). Pred dodatkom vseh substratov smo iz vsakega digestorja odvzeli vzorec, 
ki smo ga uporabili za vsakodnevne analize in odčitali količino nastalega bioplina.   
 
 
Slika 5: Digestorja, ki sta bila uporabljena pri eksperimentu. R1 je služil kot kontrolni digestor in R2 kot 
eksperimentalni digestor. 
 
3.2.2.1 Odvzem in shranjevanje substratov 
Primarno blato je zelo odvisno od trenutnega vtoka na čistilno napravo, zato smo ga zaradi 
velike variabilnosti odvzemali v večjih količinah za obdobje 10 dni poskusa in ga do uporabe 
shranjevali v vedrih v zamrzovalniku pri temperaturi -20 ºC. 
 
Sekundarno blato smo odvzemali vsak dan, saj je njegova sestava zelo stabilna in ni odvisna 
od vtoka na čistilno napravo v tolikšni meri kot pri primarnem blatu.  
 
Sirotko smo prav tako shranjevali v večjih količinah, saj smo bili odvisni od njene dostave 
na CČNDK. V poskusu smo uporabljali zgolj sirotko z laktozo iz Ljubljanskih Mlekarn. Do 
uporabe smo jo shranjevali v vedrih v zamrzovalniku pri temperaturi -20 ºC. 
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3.2.3 Analiza vzorcev in uporabljenih substratov 
Vsakodnevno smo pri vzorcih izmerili vrednost pH, vsebnost KMK in alkaliniteto. Vrednost 
pH smo merili neposredno v vzorcih. Za merjenje vsebnosti KMK in alkalinitete smo vzorce 
najprej centrifugirali ter supernatant pred uporabo še dodatno filtrirali čez filter s porami 
premera 0,2 µm. Koncentracijo KMK smo merili spektrofotometrično s hitrim testom 
LCK365 po navodilih proizvajalca (Hach Lange, Anglija) v neredčenem supernatantu, 
alkaliniteto titracijsko z 0,5 N raztopino žveplove (VI) kisline na avtomatskem titratorju v 
20x redčenem supernatantu. 
 
Enkrat tedensko smo v vzorcih pomerili še vsebnost KPK, suho snov, organsko snov, 
vsebnost amonijskega dušika in vsebnost Kjeldahlovega dušika. Vsebnost KPK smo 
določali spektrofotometrično s hitrim testom LCK514 po navodilih proizvajalca (Hach 
Lange, Anglija). Za analizo smo uporabili 100x redčen vzorec. Za ugotavljanje suhe snovi 
smo z merilnim valjem odmerili 50 mL vsakega vzorca in ga kvantitativno prenesli v 
izparilni lonček. Vzorec smo sušili preko noči v sušilniku pri temperaturi 105 ºC. Zjutraj 
smo lončke ohladili v eksikatorju in jih stehtali na analitski tehtnici. Iste lončke smo nato 
preko noči žarili v žarilni peči pri temperaturi 500 ºC. Zjutraj smo lončke ohladili v 
eksikatorju in jih stehtali na analitski tehtnici. Suho snov smo izračunali po enačbi 13 ter jo 
izrazili v gramih suhe snovi na liter vzorca. Organsko snov smo preračunali po enačbi 14 ter 
jo izrazili v odstotkih suhe snovi (Eaton in Franson, 2005).  
 
TS = (𝑚𝑠𝑠+𝑖𝑙 − 𝑚𝑖𝑙) × 20                                                                                …(13) 
 
TS – Suha snov [g] 
mss+il – suha masa z izparilnim lončkom [g] 
mil – masa izparilnega lončka [g] 
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VS = 100% − (
𝑚ž × 20
𝑚𝑠𝑠
× 100%)                                                                      …(14) 
 
VS – organska snov [%] 
mž – masa žarine [g] 
mss – masa suhe snovi [g] 
 
Za merjenje vsebnosti amonijskega dušika smo v stekleno kiveto odmerili 50 mL 100x 
redčenega vzorca ter meritev opravili z avtomatskim destilatorjem in titratorjem (Eaton in 
Franson, 2005). Za merjenje Kjeldahlovega dušika smo v stekleno kiveto odmerili 50 mL 
100x redčenega vzorca in ga zakisali z 10 mL koncentrirane žveplove (VI) kisline. Vzorce 
smo do nadaljnje analize shranjevali v hladilniku. Pred analizo smo v vsako kiveto dodali 
tableto reagenta za Kjeldahlov dušik. Vzorce smo nato prestavili v razklopno enoto, po 
razklopu smo ga analizirali z avtomatskim destilatorjem in titratorjem (Eaton in Franson, 
2005). 
 
Meritve pH, alkalinitete, suhe snovi, organske snovi, vsebnost KMK, KPK, amonijskega 
dušika in Kjeldahlovega dušika smo po istih postopkih, kot za vzorce, izvedli tudi pri vseh 
treh substratih. Vse substrate smo analizirali vsakič, ko smo jemali novo primarno blato in 
vrednosti uporabili za izračune v celotnem obdobju dodajanja istega primarnega blata.   
 
3.2.4 Analiza sestave bioplina 
Bioplin smo vzorčili enkrat tedensko v plinotesno vzorčno vrečko (CEL Scientific, ZDA). 
Analizo smo izvedli s  plinskim kromatografom GC 14A (Shimadzu, Japonska) z 
detektorjem na toplotno prevodnost (TCD). Ločevanje je potekalo na jekleni koloni dolžine 
4 metre, premera 1/8'' in s polnilom PORAPAK Q (Agilent, ZDA). Volumen injiciranega 
vzorca je bil 100 µL. Nosilni plin je bil helij s pretokom 25 mL/min. Temperatura injektorja 
je bila 50 °C, temperatura kolone 25 °C, temperatura detektorja 80 °C in temperatura 
detektorskega bloka 80 °C. Realni tok na detektorju je bil 60 mA. Iz dobljenih rezultatov 
smo izračunali standardizirani odstotek metana z uporabo enačbe 15. 
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%CH4ST = %𝐶𝐻4 ×
𝑇𝑠𝑡×𝑝𝑥
𝑇𝑥×𝑝𝑠𝑡
                                                                                  …(15) 
 
%CH4ST – standardiziran odstotek metana [%] 
%CH4 – izmerjen odstotek metana [%] 
Tst – temperatura pri standardnih pogojih [273 K] 
px – tlak pri standardnih pogojih [1013,25 hPa] 
Tx – temperatura v bioreaktorju [312 K] 
px – zračni tlak na dan meritve [hPa] 
 
3.2.5 Analiza sestave kratkoverižnih maščobnih kislin 
Ob koncu vsakega obdobja dodajanja enake količine sirotke smo vzeli vzorca brozge iz obeh 
digestorjev, ju centrifugirali pri 5000 RCF 10 minut in ločili supernatant od biomase. Ločeno 
smo ju shranili v zamrzovalniku pri temperaturi -20 ºC. Supernatant smo uporabili za analizo 
sestave KMK, biomaso za analizo spreminjanja mikrobne združbe z metodo TRFLP.  
 
KMK smo pred plinsko-kromatografsko analizo ekstrahirali v eter. V Hachove epruvete smo 
najprej natehtali 0,5 g NaCl, dodali 1 mL vzorca ali kalibracijske raztopine in 100 µL 
internega standarda (krotonske kislina; c=1g/100mL). Vzorce smo zakisali z 200 µL 50 % 
žveplove (VI) kisline in dodali 1 mL etra, ohlajenega na temperaturo 4 °C. Epruvete smo 
dobro zaprli in mešali na mešalu 1 minuto. Po mešanju smo jih centrifugirali pri 2000 RPM 
1 minuto. Vzorce smo shranili v zamrzovalniku (-20 °C) za pol ure in nato v drugo epruveto 
previdno prenesli zgornjo etrsko fazo. V epruveto smo dodali še kristale CaCl2 za vezavo 
morebiti prisotne vode (Adorno in sod., 2014).  
 
Vzorce smo analizirali s plinskim kromatografom GC 6850 (Agilent, ZDA) s plamensko 
ionizacijskim detektorjem (FID) in kapilarno kolono J&W 1227332 DB-WAXetr (Agilent, 
ZDA) (30 m × 250 µm × 0,25 µm). Volumen injiciranega vzorca je 1 µL v split načinu 
(1:50). Kot nosilni plin smo uporabili vodik, s konstantnim pretokom 3,2 mL/min in tlakom 
21,22 psi. Začetna temperatura analize je bila 150 °C (2 min) in končna 200 °C (1 min) z 
naraščanjem 35 °C/min. Temperatura injektorja je bila 250 °C in temperatura detektorja 
300 °C.  
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3.2.6 Analiza spreminjanja mikrobne združbe z metodo TRFLP 
Vzorce biomase smo shranjevali v zamrzovalniku pri temperaturi -20 ºC. Po končanem 
poskusu smo opravili analizo premikov v mikrobni združbi v vseh vzorcih naenkrat. Iz 
biomase smo najprej osamili DNA s kompletom Power soil DNA Isolation Kit (MoBio, 
ZDA) po navodilih proizvajalca. 
 
3.2.6.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
V reakciji PCR smo iz izolirane DNA pomnožili gene za 16S rRNA. Reakcije smo izvedli 
ločeno za bakterijsko in arhejsko mikrobno združbo. Zaradi analize TRFLP smo pri vsaki 
reakciji uporabili začetni oligonukleotid označen s fluorescentnim barvilom 6-FAM 
(Napaka! Vira sklicevanja ni bilo mogoče najti.0). Reakcijo PCR smo izvedli na napravi S
uperCycler Trinity (Kyratec) po programu iz Preglednice 11. 
 
Preglednica 8: Končna koncentracija reagentov v posamezni reakciji PCR za bakterije. 
 Koncentracija 
Pufer za Taq-polimerazo 1 x 
MgCl2 1,5 mM 
dNTP 0,2 mM vsak 
FD1-FAM 0,3 µM 
926R 0,3 µM 
Taq-polimeraza 0,5 enote 
Vzorec 1 µL 
MiliQ voda Do končnega volumna 25 µL 
 
Preglednica 9: Končna koncentracija reagentov v posamezni reakciji PCR za arheje. 
 Koncentracija 
Pufer za Taq-polimerazo 1 x 
MgCl2 1,5 mM 
dNTP 0,2 mM vsak 
A109F-FAM 0,3 µM 
A915R 0,3 µM 
Taq-polimeraza 0,5 enote 
Vzorec 1 µL 
MiliQ voda Do končnega volumna 25 µL 
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Preglednica 10: Začetni oligonukleotidi uporabljeni v reakciji PCR za pomnoževanje bakterijskih in arhejskih 
genov 16S rRNA. 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje Vir 
FD1-FAM 5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' Weisburg in sod., 1991 
926R 5'-CCG TCA ATT CCT TTA AGT TT-3' Amann in sod., 1995 
A109F-FAM 5'-ACK GCT CAG TAA CAC GT-3' Groβkopf in sod., 1998 
A915R 5'-GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT-3' DeLong, 1992 
 
Preglednica 11: Program reakcije PCR za pomnoževanje bakterijskih in arhejskih genov 16S rRNA. 
 Bakterije Arheje 
Korak Pogoji Cikli Pogoji Cikli 
Začetna denaturacija 95 °C 3 min 1 95 °C 5 min 1 
Denaturacija 95 °C 30 s 
25  
95 °C 30 s 
28 Naleganje začetnih oligonukleotidov 55 °C 30 s 52 °C 45 s 
Polimerizacija 72 °C 60 s 72 °C 90 s 
Končna polimerizacija 72 °C 10 min 1 72 °C 10 min 1 
 
3.2.6.2 Agarozna gelska elektroforeza  
Uspešnost izolacije mikrobne DNA in nastanek specifičnih pomnožkov pri reakciji PCR 
smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Za ugotavljanje uspešnosti osamitve 
mikrobne DNA smo pripravili 0,8 % agarozni gel, za preverjanje specifičnih pomnožkov pri 
reakciji PCR 1% agarozni gel v 0,5 x pufru TBE. Elektroforeza je potekala 40 minut pri 
konstantni napetosti (5-10 V/cm) v 0,5 x pufru TBE. Kot velikostni standard smo uporabili 
1 kb lestvico (GeneRuler 1kb DNA ladder, Fermentas). Gel smo po ločevanju inkubirali 15 
minut v raztopini etidijevega bromida (1 µg/mL) in ga razbarvali 25 minut v destilirani vodi. 
Gel smo dokumentirali s sistemom Gel Doc 1000 (BioRad, ZDA) pod UV svetlobo in 
programom Molecular Analyst 1.5. 
 
3.2.6.3 Čiščenje in rezanje pomnožkov PCR 
Pridobljene pomnožke PCR smo očistili s kompletom High Pure PCR Product Purification 
Kit (Roche, Švica) in jih rezali z izbranima restrikcijskima endonukleazama BsuRI (5'-
GG↓CC-3') in MspI (5'-C↓CGG-3') ter s tem povečali ločitveno moč metode. Rezanje je 
potekalo čez noč pri temperaturi 37 °C. Po rezanju smo restrikcijske encime inaktivirali z 20 
minutno inkubacijo pri temperaturi 80 °C. Produkte rezanja smo ponovno očistili s 
kompletom High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Švica). 
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Preglednica 12: Sestava reakcijske mešanice za rezanje pomnožkov PCR. 
 Volumen 
Encim 1 µL 
Pufer 3 µL 
MiliQ voda 17 µL 
Očiščen pomnožek PCR 9 µL 
 
3.2.6.4 Analiza TRFLP 
Očiščene in rezane pomnožke PCR smo analizirali s pomočjo kapilarne elektroforeze ABI 
PRISM 3130xl (Applied Biosystems, ZDA). Pri analizi smo uporabili interni velikostni 
standrad GenScan ROX500 (Thermo Fisher, ZDA). Bakterijske in arhejske vzorce smo 
analizirali ločeno z vsakim od encimov in na koncu za vsako združbo posebej ustvarili 
dendrogram. Analizo elektroferogramov smo opravili s programom BioNumerics 5.1 
(Applied Maths, Belgija).  
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4 REZULTATI 
4.1 REZULTATI ANALIZ SUBSTRATOV 
Pri vseh treh uporabljenih substratih smo redno spremljali vrednost pH, koncentracijo KPK 
in KMK, alkaliniteto, vsebnost suhe in organske snovi, amonijevega in Kjeldahlovega 
dušika ter razmerje C/N. Rezultate vseh testiranj uporabljenih substratov smo združili v 
preglednici 13, kjer smo prikazali povprečne vrednosti testiranih parametrov za posamezen 
substrat in standardne deviacije. Največjo variabilnost analiziranih parametrov smo zaznali 
pri primarnem blatu in najmanjšo pri sirotki. 
 
Preglednica 13: Vrednosti testiranih parametrov v poskusnih substratih. Prikazane so povprečne vrednosti vseh 
testiranj ± standardne deviacije. 
Parameter Primarno blato Sekundarno blato Sirotka 
pH 5,84 ± 0,42 6,57 ± 0,23 4,42 ± 0,07 
KMK (mg/L) 1615,2 ± 1488,2 667,9 ± 434,8 4016,8 ± 1023,3 
Alkaliniteta (mg CaCO3/L) 1056,7 ± 416,5 1022,8 ± 436,1 / 
KPK (g/L) 61,5 ± 20,5 44,7 ± 12,4 76,0 ± 10,9 
Suha snov (g/L) 48,0 ± 20,3 37,1 ± 4,5 63,7 ± 9,1 
Organska snov (%) 75,1 ± 7,7 72,7 ± 4,6 87,3 ± 1,3 
Amonijev dušik (mg/L) 192,1 ± 96,8 251,7 ± 117,5 77,7 ± 22,6 
Kjeldahlov dušik (mg/L) 1763,2 ± 556,0 2879,1 ± 285,0 765,1 ± 166,0 
Razmerje C/N 36,7 ± 9,9 15,5 ± 3,6 102,7 ± 22,3 
 
Vrednost pH pri primarnem in sekundarnem blatu se je gibala večinoma okrog 6,0, pri sirotki 
okrog 4,4. Zato smo sklepali, da bo dodatek sirotke v eksperimentalni digestor, predvsem 
pri večjih količinah, povzročil znižanje pH. Sirotka je imela v povprečju precej višjo 
koncentracijo KMK in KPK v primerjavi s primarnim in sekundarnim blatom. Alkaliniteta 
v primarnem in sekundarnem blatu je zelo podobna, medtem ko je v sirotki tako nizka, da je 
ni bilo mogoče zanesljivo meriti. Primarno in sekundarno blato sta imela v primerjavi s 
sirotko nižjo vsebnost suhe snovi. Še večja razlika se je pojavila pri vsebnosti organske 
snovi, ki je bila pri sirotki višja za več kot 10 %. Koncentracija amonijevega in 
Kjeldahlovega dušika je bila v sirotki precej nižja, kot v primarnem in sekundarnem blatu. 
Nizka koncentracija dušika in visoka koncentracija laktoze v sirotki se kažeta v zelo visokem 
razmerju C/N. Prav tako na zelo nizko razmerje C/N vpliva visoka koncentracija dušika v 
sekundarnem blatu.  
 
 34 
Petek B. Vpliv dodane sirotke na proizvodnjo bioplina iz odpadnega biološkega blata. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
V preglednici 14 je za oba reaktorja prikazan skupni vnos KPK in skupna proizvodnja 
bioplina za posamezno obdobje dodajanja enake količine sirotke. Iz teh podatkov smo 
izračunali tudi izkoristek, da bi preverili ali dodatek sirotke izboljša izkoriščanje substratov 
ali je višja proizvodnja bioplina zgolj posledica večjega vnosa KPK v digestorje. V prvem 
in drugem obdobju (1 L in 2 L dodane sirotke) je izkoristek pri proizvodnji bioplina v R2 
večji kot v R1 (Slika 6). V tretjem obdobju se ta razlika precej zmanjša, v četrtem obdobju 
je izkoristek v R2 že manjši kot v kontrolnem digestorju. Razlika se pojavi ponovno v petem 
obdobju, ko je izkoristek v R2 precej večji od R1. Veliko nihanje v izkoristkih je prisotno 
tudi pri kontrolnem digestorju.  
 
Preglednica 14: Skupni vnos KPK in proizvodnja bioplina v digestorjih R1 in R2 v posameznem obdobju (1 L, 
2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L dodane sirotke). Prikazani so tudi izkoristki pri proizvodnji bioplina in trajanje 
posameznih obdobij. 
  R1 R2 
Obdobje 
dodajanja 
sirotke 
Dolžina 
obdobja 
Skupni 
vnos 
KPK 
(kg) 
Skupna 
proizvodnja 
bioplina (L) 
Izkoristek 
(L/kg 
KPK) 
Skupni 
vnos 
KPK 
(kg) 
Skupna 
proizvodnja 
bioplina (L) 
Izkoristek 
(L/kg 
KPK) 
1 L 51 dni 12,47 3370,4 270,24 16,64 5636,7 338,66 
2 L 49 dni 11,73 3367,0 287,16 19,11 6916,3 362,01 
3 L 59 dni 14,51 5267,5 363,00 27,71 10094,6 364,24 
4 L 44 dni 10,14 5076,7 500,42 21,42 10604,0 495,14 
5,5 L 35 dni 8,29 2448,3 295,43 19,95 9304,1 466,39 
Skupno 238 dni 57,14 19529,9  104,83 42555,7  
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Slika 6: Izkoristek pri proizvodnji bioplina za digestorja R1 in R2 po obdobjih dodajanja enake količine 
sirotke. 
 
Kljub veliki variabilnosti primarnega in sekundarnega blata, je bil OLR v digestorju R1 
tekom celotnega poskusa dokaj konstanten in sicer med 2,3 in 2,4 kg KPK/m3·dan 
(Preglednica 15), medtem ko se je v R2 z večanjem količine dodane sirotke enakomerno 
povečeval. V petem obdobju smo zato dodali takšno količino sirotke, da smo skupno presegli 
obremenitev 4 kg KPK/m3·dan. 
 
Preglednica 15: Stopnja organske obremenitve (OLR) v digestorjih R1 in R2 v posameznem obdobju (1 L, 2 L, 
3 L, 4 L in 5,5 L) izražena v kg KPK/m3·dan. 
 R1 R2 
Obdobje 
dodajanja 
sirotke 
Surovo 
blato 
Sirotka Skupaj Surovo 
blato 
Sirotka Skupaj 
1 L 2,4 0 2,4 2,4 0,4 2,8 
2 L 2,4 0 2,4 2,4 0,8 3,2 
3 L 2,4 0 2,4 2,4 1,2 3,6 
4 L 2,3 0 2,3 2,3 1,4 3,7 
5,5 L 2,3 0 2,3 2,3 1,8 4,1 
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4.2 SPREMINJANJE MERJENIH PARAMETROV MED POSKUSOM PROIZVODNJE 
BIOPLINA 
Med poskusom smo v digestorjih vsakodnevno merili vrednost pH, koncentracijo KMK in 
alkaliniteto. Vrednost pH se je med celotnim poskusom v obeh digestorjih zniževala. 
Izrazitejše znižanje vrednosti pH v obeh digestorjih je opazno v prvem obdobju dodajanja 
sirotke (1 L). V kasnejših obdobjih je znižanje vrednosti pH manj izrazito, a še vedno 
prisotno v obeh digestorjih. Vrednost pH v kontrolnem digestorju (R1) je po prvem obdobju 
dodajanja sirotke nekoliko višja od eksperimentalnega.  
 
Slika 7: Spreminjanje pH vrednosti v digestorjih R1 in R2 po dnevih. Navpične črte ločujejo obdobja dodajanja 
enake količine sirotke v digestor R2 (1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L). 
 
Koncentracija KMK se v obeh digestorjih med celotnim poskusom ni pomembno spremenila 
in se je povprečno gibala med 70 in 120 mg/L. Dnevna nihanja koncentracije KMK so bila 
dokazana v obeh digestorjih. Kljub nihanjem je tekom poskusa jasno viden enak trend v 
obeh digestorjih. Kljub povečanemu vnosu KMK v eksperimentalnem digestorju, se le-te 
niso kopičile (Slika 8). 
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Slika 8: Spreminjanje koncentracije KMK v digestorjih R1 in R2 po dnevih. Navpične črte ločujejo obdobja 
dodajanja enake količine sirotke v digestor R2 (1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L). 
 
V prvem obdobju poskusa se je alkaliniteta izrazito in enakomerno zmanjševala v obeh 
digestorjih (od 3500 do 2500 mg(CaCO3)/L). Med digestorjema nismo zaznali pomembnih 
razlik v alkaliniteti (Slika 9). Po prvem obdobju se je začela alkaliniteta v obeh digestorjih 
stabilizirati. Hkrati se je pokazala razlika med digestorjema, v digestorju R2 je bila 
alkaliniteta okrog 2000 mg CaCO3/L in v digestroju R1 med 2500 in 3000 mg CaCO3/L. 
Opazili smo, da je razlika v alkaliniteti med obema digestorjema ostala konstantna do konca 
in se v zadnjih treh obdobjih ni pomembno spreminjala, kljub večanju količine dodane 
sirotke v digestor R2. 
0
40
80
120
160
200
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
K
o
n
ce
n
tr
ac
ij
a 
K
M
K
 v
 d
ig
es
to
rj
ih
 [
m
g
/L
]
Čas [dnevi]
R1
R2
 38 
Petek B. Vpliv dodane sirotke na proizvodnjo bioplina iz odpadnega biološkega blata. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
Slika 9: Spreminjanje alkalinitete v digestorjih R1 in R2 po dnevih. Navpične črte ločujejo obdobja dodajanja 
enake količine sirotke v digestor R2 (1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L). 
 
V kontrolnem digestorju se je vsebnost KPK v zadnjih dveh obdobjih poskusa povečevala, 
medtem ko je bila vsebnost KPK v eksperimentalnem digestorju cel čas konstantna (Slika 
10). Razlika v vsebnosti KPK v zadnjem obdobju sovpada z izrazito večjim izkoristkom 
proizvodnje bioplina v kontrolnem digestorju.  
 
 
Slika 10: Spreminjanje vsebnosti KPK v digestorjih R1 in R2 po dnevih. Navpične črte ločujejo obdobja 
dodajanja enake količine sirotke v digestor R2 (1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L). 
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Vsebnost suhe in organske snovi v obeh digestorjih je med celotnim poskusom zelo podobna 
(med 20 in 25 g/L suhe snovi ter med 55 in 65 % organske snovi) (Sliki 11 in 12), z manjšim 
odstopanjem v vsebnosti suhe snovi v digestorju R2 v zadnjem obdobju, kjer se vsebnsot 
povečala na 30 g/L. Glede na zelo podobne krivulje, ki prikazujejo vsebnost suhe in organske 
snovi kontrolnega in eksperimentalnega digestorja, lahko sklepamo, da dodatek sirotke ne 
vpliva pomembno na vsebnost suhe in organske snovi v digestorjih. 
 
Slika 11: Spreminjanje vsebnosti suhe snovi v digestorjih R1 in R2 po dnevih. Navpične črte ločujejo obdobja 
dodajanja enake količine sirotke v digestor R2 (1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L). 
 
Slika 12: Spreminjanje vsebnosti organske snovi v digestorjih R1 in R2 po dnevih. Navpične črte ločujejo 
obdobja dodajanja enake količine sirotke v digestor R2 (1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L). 
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Vsebnost amonijevega dušika v digestorju R1 je, z izjemo drugega obdobja poskusa 
konstantna, med 800 in 1000 mg/L. V digestorju R2 smo zaznali enakomerno zmanjševanje 
njegove koncentracije tekom celotnega poskusa, od začetnih 800 mg/L do skoraj 200 mg/L 
ob koncu poskusa (Slika 13). Razlika med obema digestorjema se je pojavila tudi pri 
vsebnosti Kjeldahlovega dušika (Slika 14), le da se je Kjeldahlov dušik kopičil v digestorju 
R1, od začetnih 1800 mg/L do približno 2600 mg/L ob koncu. V digestorju R2 se je 
koncentracija Kjeldahlovega dušika med poskusom počasi znižala do 1400 mg/L.  
 
Slika 13: Spreminjanje koncentracije amonijevega dušika v digestorjih R1 in R2 po dnevih. Navpične črte 
ločujejo obdobja dodajanja enake količine sirotke v digestor R2 (1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L). 
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Slika 14: Spreminjanje koncentracije Kjeldahlovega dušika v digestorjih R1 in R2 po dnevih. Navpične črte 
ločujejo obdobja dodajanja enake količine sirotke v digestor R2 (1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L). 
 
4.3 PROIZVODNJA BIOPLINA 
V poskusu smo dokazali pomembno razliko v proizvodnji bioplina med obema digestorjema. 
Proizvodnja bioplina je bila v eksperimentalnem digestorju vseh 238 dni večja od 
proizvodnje v kontrolnem digestorju (Slika 15). Proizvodnja bioplina v kontrolnem 
digestorju se je večinoma gibala med 50 in 100 L na dan, medtem ko se je proizvodnja v 
eksperimentalnem digestorju z večanjem količine dodane sirotke povečevala od začetnih 
100 L do okrog 300 L na dan v zadnjem obodobju. Z večanjem količine dodane sirotke v 
digestor R2 se je večala tudi razlika v kumulativni proizvodnji bioplina med digestorjema 
(Slika 16). Dnevna proizvodnja bioplina je v obeh digestorjih tekom poskusa nihala. V 
digestorju R1 so, kot pričakovano, prisotna manjša nihanja z izjemo četrtega obdobja. V 
digestorju R2 so nihanja izrazitejša, še predvsem v zadnjih treh obdobjih.  
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Slika 15: Spreminjanje dnevne proizvodnje bioplina v digestorjih R1 in R2 po dnevih. Navpične črte ločujejo 
obdobja dodajanja enake količine sirotke v digestor R2 (1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L). 
 
 
Slika 16: Spreminjanje kumulativne proizvodnje bioplina v digestorjih R1 in R2 po dnevih. Navpične črte 
ločujejo obdobja dodajanja enake količine sirotke v digestor R2 (1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L). 
 
Ko smo proizvodnjo bioplina povezali z dnevnim vnosom KPK v digestorje, se je razlika 
med digestorjema zmanjšala (Slika 17). V zadnjem obdobju je sicer prisotna razlika, ki 
sovpada s podatki o izkoristku, prikazanem na sliki 6, v prvih štirih obdobjih večje razlike 
med digestorjema niso opazne. 
0
100
200
300
400
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
D
n
ev
n
a 
p
ro
iz
v
o
d
n
ja
b
io
p
li
n
a 
[L
]
Čas [dnevi]
R1
R2
0
10000
20000
30000
40000
50000
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
K
u
m
u
la
ti
v
n
a 
p
ro
iz
v
o
d
n
ja
 b
io
p
li
n
a 
[L
]
Čas [dnevi]
R1
R2
 43 
Petek B. Vpliv dodane sirotke na proizvodnjo bioplina iz odpadnega biološkega blata. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
 
Slika 17: Spreminjanje proizvodnje bioplina na kilogram KPK v digestorjih R1 in R2 po dnevih. Navpične črte 
ločujejo obdobja dodajanja enake količine sirotke v digestor R2 (1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L). 
 
4.4 SPREMINJANJE SESTAVE BIOPLINA 
Rezultati analize sestave bioplina (Slika 18) kažejo, da je odstotek metana v nastalem 
bioplinu pri vseh meritvah nekoliko manjši v eksperimentalnem digestorju. V digestorju R1 
se je odstotek metana v bioplinu gibal med 55-65 %, v digestorju R2 med 50-60 %. Pri 
nobenem od digestorjev ni opaznega trenda večanja ali zmanjševanja odstotka metana. 
Razlika v odstotku metana med prvim in zadnjim vzorcem je praktično enaka. Prisotna so le 
vmesna nihanja tako v eksperimentalnem kot tudi v kontrolnem digestorju. 
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Slika 18: Spreminjanje standardiziranega odstotka metana v digestorjih R1 in R2 po dnevih. Navpične črte 
ločujejo obdobja dodajanja enake količine sirotke v digestor R2 (1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L). 
 
4.5 SESTAVA KRATKOVERIŽNIH MAŠČOBNIH KISLIN V DIGESTORJIH V 
RAZLIČNIH OBDOBJIH POSKUSA 
Analiza sestave KMK je pokazala, da je v vseh vzorcih prisotna večinoma le ocetna kislina 
in sicer v koncentracijah od 20 do 60 mg/L. V nekaterih vzorcih je prisotna še propionska in 
ostale KMK v sledeh (Slika 19). Kompleksnejša sestava KMK je prisotna zgolj ob koncu 
prvega in zadnjega obdobja dodajanja enake količine sirotke, v preostalih vzorcih je bilo 
prisotnih manj KMK, njihova sestava ni bila tako pestra. Rezultati sestave KMK v obeh 
digestorjih so si v vseh obdobjih zelo podobni.  
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Slika 19: Sestava kratkoverižnih maščobnih kislin v digestorjih R1 in R2, ob koncu obdobij dodajanja enake 
količine sirotke v digestor R2 (0 L, 1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L), kjer obdobje z 0 L dodane sirotke predstavlja 
začetno stanje obeh digestorjev. 
 
4.6 SPREMINJANJE BAKTERIJSKE IN ARHEJSKE MIKROBNE ZDRUŽBE 
Dendrograma, ki sta rezultat T-RFLP analize mikrobne združbe v digestorjih R1 in R2, 
kažeta večje premike v arhejski kot v bakterijski združbi tekom poskusa. Začetni bakterijski 
združbi v vzorcih obeh digestorjev (R1_0L in R2_0L) sta si zelo podobni (slika 20), 
praktično se ne razlikujeta. Prav tako je med vsemi vzorci v dendrogramu opazna manjša 
skupina z večjo podobnostjo profilov TRFLP mikrobne združbe, v kateri so vsi vzorci 
digestorja R1 (zeleno obarvani) in začetni vzorec digestorja R2 (Slika 20). Podobnost med 
začetnim in končnim vzorcem kontrolnega digestorja je 83,9 %. Iz tega lahko povzamemo, 
da je prišlo pri bakterijski združbi v digestorju R1 med poskusom zgolj do manjših 
sprememb, saj so si profili TRFLP mikrobne združbe med seboj še vedno zelo podobni. 
Glede na manjšo podobnost v preostalih vzorcih digestorja R2 (rdeče obarvani), kjer je 
podobnost med začetnim in končnim vzorcem eksperimentalnega digestorja zgolj 44,8 %, 
sklepamo, da je prišlo v digestorju R2 med poskusom do večjih sprememb v bakterijski 
združbi. V eksperimentalnem digestorju se je bakterijska združba pričakovano bolj 
spreminjala kot v kontrolnem, saj se je tako prilagajala na različne količine dodane sirotke.  
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Slika 20: Dendrogram podobnosti profilov T-RFLP bakterijske združbe v analiziranih vzorcih digestorjev R1 
in R2 v različnih obdobjih dodajanja enake količine sirotke 0 L, 1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L), kjer obdobje z 0 
L dodane sirotke predstavlja začetno stanje obeh digestorjev. Vrednosti na vozliščih so odstotki podobnosti. 
Dendrogram je pripravljen na podlagi podobnosti profilov TRFLP restrikcijskih encimov BsuRI in MspI. 
 
Analiza TRFLP arhejske združbe je pokazala večje premike v mikrobni združbi kot pri 
bakterijah. Iz dendrograma (Slika 21) je razvidno, da sta si profila TRFLP začetnih vzorcev 
iz obeh digestorjev (R1_0L in R2_0L) zelo podobna (86,4 % podobnost). Prav tako sta si 
zelo podobna profila TRFLP vzorcev ob koncu dodajanja 2 litrov sirotke v digestor R2 
(R1_2L in R2_2L) (93,1 % podobnost). V ostalih časovnih obdobjih so se zgodili večji 
premiki v arhejski združbi.  
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Slika 21: Dendrogram podobnosti profilov T-RFLP arhejske združbe v analiziranih vzorcih digestorjev R1 in 
R2 v različnih obdobjih dodajanja enake količine sirotke (0 L, 1 L, 2 L, 3 L, 4 L in 5,5 L), kjer obdobje z 0 L 
dodane sirotke predstavlja začetno stanje obeh digestorjev. Vrednosti na vozliščih so odstotki podobnosti. 
Dendrogram je pripravljen na podlagi podobnosti profilov TRFLP restrikcijskih encimov BsuRI in MspI. 
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5 RAZPRAVA 
Analize substratov so pri nekaterih parametrih pokazale velika odstopanja, kar je imelo 
posledično vpliv na proizvodnjo bioplina in izkoristek substrata. Do največjih odstopanj 
prihaja pri primarnem blatu, kar je pričakovano, saj je le-to zelo odvisno od vtoka odpadne 
vode na čistilno napravo (Bundo in sod., 2019). Najmanjša odstopanja so pričakovano 
prisotna pri sirotki (Preglednica 15). Primarno blato, ki so ga uporabljali v predhodnih 
raziskavah, je bilo v večini parametrov zelo podobno blatu, ki smo ga uporabili v tej 
raziskavi. Vrednost pH, vsebnost suhe in organske snovi, vsebnost KPK in Kjeldahlovega 
dušika v našem blatu so zelo podobne vrednostim blata, ki so ga uporabili Maragkaki in 
sodelavci (2017), vendar je tudi pri njih prisotna velika variabilnost, kar kaže na veliko 
variabilnost primarnega blata. Surovo sekundarno blato se redko uporablja kot dodatek k 
anaerobni razgradnji. Večinoma ga predobdelajo na različne fizikalne ali kemične načine in 
so zato podatki neprimerljivi z našimi. Sirotka je bila po vrednosti pH, vsebnosti KPK in 
amonijskem dušiku zelo primerljiva s sirotko, ki so jo uporabili Comino in sodelavci (2012), 
ter po vsebnosti KPK, suhe snovi in organske snovi zelo podobna sirotki, ki so jo uporabili 
Treu in sodelavci (2018) pri testiranju anaerobne razgradnje kravjega gnoja z dodano sirotko, 
razlika je v vsebnosti KMK, ki so pri sirotki Comino in sodelavcev (2012), precej manjše. 
To je lahko posledica fermentacije med skladiščenjem sirotke, saj so jo shranjevali v 
hladilniku pri temperaturi 5 °C. 
 
Vrednost pH, alkaliniteto in vsebnost KMK smo v obeh digestorjih merili vsak dan. 
Vrednost pH se je med celotnim poskusom v obeh reaktorjih zniževala, a pomembnejših 
razlik med obema poskusnima digestorjema ni bilo. V prvem obdobju dodajanja sirotke se 
je vrednost pH v obeh digestorjih močno znižala, kar se je v drugem obdobju umirilo in v 
kasnejših obdobjih se je vrednost pH v obeh digestorjih zniževala precej počasneje. Ob 
koncu prvega obdobja se je pojavila manjša razlika v vrednosti pH med digestorjema, ki je 
bila najverjetneje posledica dodatka kisle sirotke (Slika 7). Med poskusom se razlika 
bistveno ni spreminjala kar kaže na odlično pufrsko kapaciteto biološkega blata, na katero 
vplivajo koncentracija amonijskega dušika in KMK ter alkaliniteta (Luo in Angelidaki, 
2013). Kljub dnevnim nihanjem v koncentraciji KMK, se le-ta med poskusom ni pomembno 
spreminjala v nobenem digestorju. Rezultati jasno kažejo, da se KMK v eksperimentalnem 
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digestorju, kljub povečanemu vnosu niso kopičile in zavirale procesa (Slika 8). Prav tako se 
kljub povečanemu vnosu sirotke, v digestorju R2 ni povečala vsebnost KPK (Slika 10) in 
vsebnost suhe snovi (Slika 11). Podobne rezultate so dobili tudi Maragkaki in sodelavci 
(2017), pri anaerobni razgradnji odpadnega biološkega blata z dodano sirotko, katere delež 
pa je bil v primerjavi z našim poskusom precej manjši (5 % volumna dodanega substrata). 
Pri alkaliniteti, vsebnosti amonijeva dušika in vsebnosti Kjeldahlovega dušika (Slike 9, 13 
in 14) so tudi v tej raziskavi opazili vpliv faktorja redčenja. Vsi trije parametri (pH, KMK, 
alkaliniteta) so pri sirotki izrazito nižji kot pri odpadnem blatu, kar je bilo zaznano tudi v 
digestorjih, kjer se je razlika z večanjem količine dodane sirotke povečala. 
 
Med poskusom smo v digestorjih dokazali očitno razliko v dnevni proizvodnji bioplina. 
Kljub velikim nihanjem v dnevni proizvodnji bioplina, je bila le-ta v eksperimentalnem 
digestorju v povprečju ves čas eksperimenta večja od proizvodnje v kontrolnem digestorju 
(slika 15), enak trend se posledično kaže pri kumulativni proizvodnji bioplina (slika 16). 
Dnevna nihanja v proizvodnji bioplina v digestorju R1 so manjša kot v digestorju R2. Razlog 
za takšna nihanja lahko pripišemo predvsem veliki variabilnosti substratov. Če upoštevamo 
dnevni vnos KPK v digestorje (Slika 17), se razlika v dnevni proizvodnji bioplina med 
digestorjema zmanjša, kar kaže na to, da dodatek sirotke ni povečal izkoristka pri proizvodnji 
bioplina, ampak je večja proizvodnja posledica vnosa več KPK. Rezultati so ravno nasprotni 
tistim, ki so jih izmerili Comino in sodelavci (2012) pri dodajanju sirotke k anaerobni 
razgradnji kravjega gnoja, kjer je povečanje volumna dodane sirotke tudi povečalo izkoristek 
pri proizvodnji bioplina iz 239,8 L/kg VS pri 100 % kravjem gnoju na 665,8 L/kg VS. Razlog 
za večji izkoristek v njihovem primeru je najverjetneje v vsebnosti KPK kravjega gnoja, ki 
je približno 10 krat manjši od odpadnega biološkega blata v našem eksperimentu. Sirotka, 
ki je bila primerljiva z našo, je v tem primeru pomembno povečala vnos KPK, še posebej pri 
razmerju 50:50, ki smo ga mi v zadnjem obdobju poskusa presegli. 
 
Odstotek metana v nastalem bioplinu v eksperimentalnem digestorju je v vseh primerih 
nekoliko manjši kot v kontrolnem digestorju. V digestorju R1 se je odstotek metana v 
bioplinu gibal med 55-65 %, v digestorju R2 med 50-60 %. Vrednosti v obeh digestorjih so 
med poskusom neenakomerno nihale in ni bilo zaznati nobenih trendov. Predvsem v 
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eksperimentalnem digestorju se odstotek metana z večanjem količine dodane sirotke ni 
spreminjal, podobno kot v raziskavi Comina in sodelavcev (2012), kjer se je odstotek metana 
gibal med 56 in 60 %. Predvidevamo, da je tudi v tem primeru za nihanja kriva velika 
variabilnost primarnega in sekundarnega blata.  
 
Analiza sestave KMK je pokazala, da je v vseh vzorcih prevladovala ocetna kislina. V večini 
vzorcev je bila prisotna tudi propionska. Podobno sestavo KMK v digestorjih z dodano 
sirotko so dokazali tudi v Kolumbiji (Escalante in sod., 2018), kjer je bila zelo prisotna tudi 
maslena kislina, ki se je v našem poskusu pojavila zgolj v nekaj vzorcih. Te kisline so 
značilne za sirotko in hkrati povečajo razpoložljivost substrata za proizvodnjo bioplina. 
Kljub temu je sestava KMK v obeh digestorjih ob koncu posameznih obdobij zelo podobna. 
Zato sklepamo, da je razlog za tak pojav predvsem v veliki variabilnosti primarnega in 
sekundarnega blata in ne v dodajanju sirotke v eksperimentalni digestor. 
 
Rezultati analize spreminjanja mikrobne združbe so pokazali na večje premike v arhejski 
kot v bakterijski združbi tekom poskusa. V začetku poskusa sta bili bakterijski združbi v R1 
in R2 zelo podobni. Rezultati analize TRFLP kažejo, da se je bakterijska združba v R1 med 
poskusom le malo spremenila (83,9 odstotna podobnost med prvim in zadnjim vzorcem), 
medtem ko je v R2 med poskusom prišlo do večjih sprememb (44,8 % podobnost med prvim 
in zadnjim vzorcem), kar je pričakovano, saj je šlo za prilagoditve na večje količine dodane 
sirotke (Slika 20). V nasprotju z našimi pričakovanji se je spreminjala arhejska združba, kjer 
smo pričakovali minimalne spremembe. Z izjemo vzorcev začetnega stanja v obeh 
digestorjih in stanja po obdobju dodajanja 2 L sirotke v digestor R2, so profili TRFLP 
povsem različni (Slika 21). Ker je prišlo do premikov v arhejski združbi tako v 
eksperimentalnem kot tudi v kontrolnem digestorju, lahko sklepamo, da dodatek sirotke ni 
imel večjega vpliva na spremembo sestave arhejske združbe. Vzrok za takšno razpršenost 
lahko pripišemo tudi metodi TRFLP, ki podaja dendrograme podobnosti mikrobne združbe 
na podlagi podobnosti profilov ločevanja restrikcijskih fragmentov. Ker so metanogene 
arheje prisotne v manjšem številu kot bakterije, je na elektroferogramih prisotno manjše 
število vrhov. Zato lahko že odsotnost ali prisotnost ene vrste arhej povzroči veliko 
spremembo pri rezultatih analize TRFLP (Dubey in sod., 2016). Kljub temu da se naši 
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rezultati analize mikrobne združbe ne skladajo s pričakovanji, so prejšnje analize pokazale, 
da je metoda TRFLP v primerjavi s sodobnejšimi molekularnimi metodami še vedno 
primerna in zanesljiva za hitre analize mikrobne združbe pri anaerobni razgradnji, kot so v 
svoji raziskavi dokazali De Vrieze in sodelavci (2018).  
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6 SKLEPI 
● Dodatek sirotke k mešanici primarnega in sekundarnega blata je povečal proizvodnjo 
bioplina v digestorju, a ni povečal izkoristka substrata. 
● Dodana sirotka ni imela večjega vpliva na vrednost pH, vsebnost KMK in alkaliniteto 
v digestorju. 
● V eksperimentalnem in kontrolnem digestorju so bila prisotna velika dnevna nihanja 
v proizvodnji bioplina in nekaterih merjenih parametrih, ki so posledica velike 
variabilnosti odpadnega biološkega blata. 
● Dodatek sirotke v digestor ni imel večjega vpliva na sestavo bioplina in KMK. 
● Dodatek sirotke v eksperimentalni digestor je povzročil spremembe v bakterijski 
združbi, medtem ko ni imel vpliva na spremembo sestave arhejske združbe, saj so se 
premiki pojavili v obeh digestorjih. 
 Sirotka je ustrezen substrat za hkratno anaerobno razgradnjo z odpadnim biološkim 
blatom iz čistilnih naprav.   
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7 POVZETEK 
Odpadno biološko blato iz večine večjih čistilnih naprav se uporablja za pridobivanje 
energije z anaerobno razgradnjo v bioplin. Ker takšen substrat ne omogoča zadostne 
organske obremenitve, so digestorji v teh primerih pogosto podhranjeni. S tem namenom je 
bilo opravljenih že veliko študij, ki so pokazale, da hkratna uporaba več organskih substratov 
izboljša anaerobno razgradnjo organskih snovi in posledično poveča proizvodnjo bioplina. 
Na ta način lahko ustrezno rešimo problem ravnanja z velikimi količinami mnogih odpadnih 
organskih snovi in hkrati povečamo pridobivanje energije iz obnovljivih virov. Sirotka je 
odpadni produkt mlečne industrije in vsebuje veliko ogljikovih hidratov, proteinov, lipidov 
in mineralnih soli. Je pa problematična kot substrat za proizvodnjo bioplina zaradi nizke 
alkalinitete in vrednosti pH. Namen naloge je bil ugotoviti maksimalno količino dodane 
sirotke v digestor, ki še omogoča nemoteno delovanje procesa anaerobne razgradnje in 
zagotavlja optimalno proizvodnjo bioplina. Hkrati smo želeli tudi ugotoviti, kako 
povečevanje deleža sirotke v substratni mešanici vpliva na prilagajanje bakterijske in 
arhejske mikrobne združbe. Poskus smo izvajali v dveh 200-litrskih digestorjih na CČNDK 
pri mezofilnih pogojih (39 °C). Digestor R1 je služil kot kontrolni in digestor R2 kot 
eksperimentalni digestor. Celoten poskus smo izvajali 238 dni. V oba digestorja smo vsak 
dan dodali enako količino primarnega in sekundarnega blata iz CČNDK (2,25 L primarnega 
blata in 2,25 L sekundarnega blata). V eksperimentalni digestor smo vsakodnevno dodajali 
tudi sirotko (1 L, 2 L, 3 L, 4 L ali 5,5 L). Vsakodnevno smo pri vzorcih izmerili vrednost 
pH, vsebnost KMK in alkaliniteto. Enkrat tedensko smo izmerili še vsebnost KPK, suho 
snov, organsko snov, vsebnost amonijskega dušika, vsebnost Kjeldahlovega dušika in 
analizirali sestavo bioplina s plinskim kromatografom. Ob koncu vsakega obdobja dodajanja 
enake količine sirotke smo v obeh digestorjih določali še sestavo KMK in spreminjanje 
mikrobne združbe z metodo TRFLP. Pri rezultatih so se pojavila večja nihanja v nekaterih 
parametrih, ki so bila posledica velike variabilnosti substratov, predvsem primarnega blata. 
Dodatek sirotke v eksperimentalni digestor ni imel večjega vpliva na vrednost pH, vsebnost 
KMK, suhe in organske snovi. Pri alkaliniteti, vsebnosti amonijeva dušika in vsebnosti 
Kjeldahlovega dušika smo zaznali vpliv faktorja redčenja. Dnevna proizvodnja bioplina je 
bila v eksperimentalnem digestorju v povprečju ves čas večja kot v kontrolnem, izkoristek 
substrata se ni povečal. Odstotek metana v eksperimentalnem digestorju je bil v vseh 
primerih nekoliko nižji od kontrolnega digestorja. V vzorcih obeh digestorjev je 
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prevladovala ocetna kislina, razlik med digestorjema ni bilo zaznati. Analiza spreminjanja 
mikrobne združbe je pokazala večje premike v arhejski kot v bakterijski združbi. Zaključimo 
lahko, da dodajanje sirotke v anaerobni digestor ne povzroča negativnih vplivov na 
spremembo mikrobne združbe, a ima zelo pozitivne vplive zaradi povečane proizvodnje 
bioplina.  
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